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EHMT1 euchromatic histone-lysine N-methyltransferase 1 
FAM63B family with sequence similarity 63, member B 
GABRR2 gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, rho 2 
GAD enzima glutamato descarboxilase 
GAD1 Glutamate Decarboxylase 1 (Brain, 67kDa) 
GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
GCH1 GTP cyclohydrolase 1 
GCHFR GTP cyclohydrolase I feedback regulator 
GFP Green fluorescent protein 
GRIK3 glutamate receptor, ionotropic, kainate 3 
GSK  glicogênio sintase kinase 
HPRT1 hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 
IL2 Interleukin 2 
IL6 Interleukin 6 
IPO8 Importin 8 
lacZ beta-galactosidase 
LIS1 Lissencephaly-1 Protein 
LPL lipoprotein lipase 
Luc Luciferase 
MAOA Monoamine oxidase A 
MBD5 Methyl-CpG Binding Domain Protein 5 
MBP myelin basic protein 
MeCP proteína ligante de metil 
MeCP2 methyl CpG binding protein 2 (Rett syndrome) 
Nde1 nudE neurodevelopment protein 1 
NDEL1 nudE neurodevelopment protein 1-like 1 
NLGN4 neuroligin 4, X-linked 
NOS óxido nítrico sintase 
NRG1 neuregulin 1 
NRXN1 neurexin 1 
PAFAH1B1 Platelet-activating factor acetylhydrolase 1b, regulatory subunit 1 (45kda) 
PAH fenilalanina hidroxilase 
xx 
PKA proteína kinase A 
PLP1 Proteolipid protein 1 
POLR2A polymerase (RNA) II (DNA directed) polypeptide A, 220kDa 
PRODH Proline Dehydrogenase (Oxidase) 1 
PTPS 6-piruvoil-tetrahidropterina sintase 
RELN  reelin 
RFP Red Fluorescent Protein 
RFX2 regulatory factor X, 2 (influences HLA class II expression) 
RISC RNA-induce silencing complex 
RPL13A ribosomal protein L13a 
S100B S100 calcium binding protein B 
SELENBP1 selenium binding protein 1 
SHANK1 SH3 and multiple ankyrin repeat domains 1 
SLC6A3 Solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter, dopamine), member 3 
SNCA synuclein, alpha (non A4 component of amyloid precursor) 
SOX10  SRY (sex determining region Y)-box 10 
SR sepiapterina redutase 
SYN2 synapsin II 
SYNGAP1 synaptic Ras GTPase activating protein 1 
TACR2 tachykinin receptor 2 
TACR3 tachykinin receptor 3 
TCF4  transcription factor 4 
TET Ten-eleven translocation 
TH tirosina hidroxilase 
TNF Tumor necrosis fator 
TPH triptophano hidroxilase 
TSPO translocator protein (18kDa) 
TUBB2A tubulin, beta 2A class IIa 
UFD1L Ubiquitin fusion degradation 1 like (yeast) 
VGF VGF nerve growth factor inducible 
VLCAD very long-chain acyl-CoA dehydrogenase 
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RESUMO 
A esquizofrenia é o transtorno mental mais grave e incapacitante dentre os distúrbios 
psiquiátricos. A demora em instituir tratamento adequado e a duração do primeiro episódio 
psicótico estão entre os principais fatores de mau prognóstico da doença. O presente projeto 
propôs a investigação de marcadores genéticos e epigenéticos para o diagnóstico e 
tratamento da esquizofrenia por meio do estudo da expressão de genes alvos e do estudo 
do padrão de metilação de DNA (estudo de expressão gênica I). Paralelamente, em células 
progenitoras de neurônios, estudamos o efeito do silenciamento do gene MBD5 (Methyl-
CpG Binding Domain Protein 5), importante para o neurodesenvolvimento e possivelmente 
relacionado à metilação de DNA (estudo funcional II). Para o estudo I, pacientes em primeiro 
episódio psicótico (PEP) virgens de tratamento e controles saudáveis foram submetidos à 
avaliação clínica e à coleta de sangue periférico. Os pacientes ressubmeteram-se às 
mesmas avaliações após oito semanas do início do tratamento com risperidona, sendo que 
parte deles também foram reavaliados após um ano de inclusão na pesquisa. Em todas as 
etapas de seguimento do estudo, o sangue dos pacientes foi recoletado, seguido pela 
extração de DNA e RNA das amostras. O estudo de expressão gênica I foi realizado por 
meio da técnica de PCR em tempo real quantitativo, e a análise metilação por meio de 
sequenciamento após conversão com bissulfito de sódio. Para o estudo funcional II, o 
silenciamento do gene MBD5 foi realizado em células progenitoras de neurônios. Elas foram 
submetidas ao sequenciamento de RNA, PCR em tempo real, Western blotting, e à 
citometria de fluxo. No estudo I os resultados indicaram uma redução na expressão do gene 
GCH1 (GTP cyclohydrolase 1) e um aumento na expressão dos genes NDEL1 (nudE 
neurodevelopment protein 1-like 1) e MBP (myelin basic protein) no sangue de pacientes 
em PEP quando comparados aos controles. Quando comparamos os pacientes antes e 
após o tratamento, o gene GABRR2 (gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, rho 2) 
mostrou-se hipoexpresso após o tratamento com risperidona. Além disso, embora os dados 
sejam promissores, a expressão de GCH1 não parece ser regulada por metilação de DNA. 
Quanto ao estudo funcional II, foi observado que o silenciamento do gene MBD5 levava a 
um desbalanço entre proliferação e diferenciação das células progenitoras de neurônios. Os 
resultados desse estudo indicaram três genes possivelmente envolvidos na psicose 
propriamente dita, estando relacionados às vias dopaminérgicas e serotoninnérgicas 
(GCH1), ao neurodesenvolvimento (NDEL1) e à mielinização (MBP). Além disso, o gene 
GABRR2, embora não pareça ser alvo direto da risperidona, pode estar associado à 
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resposta ao tratamento ou evolução da doença, indicando, assim, a importância da via 
GABAérgica. Estes dados poderão futuramente auxiliar a identificação de marcadores 
biológicos, tanto para a psicose quanto para o tratamento da esquizofrenia, possibilitando 
uma ação terapêutica precoce e acarretando na redução do tempo de psicose não tratada, 
o que pode resultar em diminuição da morbidade e melhor qualidade de vida para os 
pacientes. Também observamos que reduções na expressão de um gene envolvido em 
doenças do neurodesenvolvimento (MBD5) promovem um estado mais diferenciado que 
proliferativo de células progenitoras de neurônios, um fenômeno que parece estar presente 
nas alterações de outros genes envolvidos nessas doenças podendo, assim, ser um 
mecanismo convergente de doenças do neurodesenvolvimento, como o autismo, a 


































A presente tese faz parte da linha de pesquisa em genética psiquiátrica que a Profa. Dra. 
Sintia Iole Belangero vem desenvolvendo no Laboratório Interdisciplinar de Neurociências 
Clínicas (LiNC) da UNIFESP desde 2008. Essa linha de pesquisa vêm sendo ampliada e 
desenvolvida, e assim, essa tese foi financiada pela FAPESP por dois projetos principais: 
 FAPESP 2010/08968-6. Investigação de marcadores genéticos e epigenéticos: 
uma abordagem translacional para o tratamento de esquizofrenia. Responsável: 
Prof.a Dr.a Sintia Iole Belangero. Finalizado. Publicação dos resultados: 1) Ota et 
al, 2013d (Anexo 2); 2) Ota et al, 2014b (Anexo 3); 3) Ota et al, 2014c (Anexo 4); 
4) Santoro et al, 2014a (Apêndice 12); 5) Santoro et al, 2014b (Apêndice 13). 
 FAPESP-MCT/CNPq-PRONEX 2011/50740-5. Prevenção na esquizofrenia e no 
transtorno bipolar da neurociência à comunidade: uma Plataforma Multifásica, 
Multimodal e Translacional para Investigação e Intervenção. Responsável: Prof. 
Dr. Rodrigo Affonseca Bressan, sendo a Prof.a Dr.a Sintia Iole Belangero 
Pesquisadora Associada.  Em andamento. Publicação dos resultados: 1) Noto & 
Ota et al, (no prelo, Apêndice 15); 2) Noto & Ota et al, (no prelo, Apêndice 16).  
 
Esses dois auxílios envolveram a investigação da expressão de genes específicos em 
sangue de pacientes em primeiro episódio psicótico (PEP) virgens de antipsicóticos e após 2 
meses ou 1 ano de tratamento com risperidona, investigando, assim, a fase inicial da doença.  
A esquizofrenia é caracterizada por delírios, alucinações, discurso e comportamentos 
desorganizados, e outros sintomas que causam disfunção social ou ocupacional. Os cinco 
primeiros anos da doença são particularmente críticos, uma vez que é durante esse período 
que as deteriorações sintomática e psicossocial progridem rapidamente (Birchwood et al, 
1998). 
Fatores genéticos e ambientais parecem gerar alterações no neurodesenvolvimento, 
contribuindo para a etiologia da esquizofrenia. Essa doença segue um modelo de herança 
multifatorial e apresenta uma herdabilidade de 83%, uma das mais altas dentre os transtornos 
psiquiátricos (Cannon et al, 1998). 
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Atualmente, a esquizofrenia é aceita como uma doença poligênica, envolvendo 
variantes comuns em múltiplos genes que individualmente não são capazes de 
desencadear a doença, mas que atuam como um conjunto e em combinação com fatores 
ambientais para aumentar o risco de desenvolvê-la (Gejman et al, 2011). Estudos mais 
recentes sugerem que além de milhares de variantes comuns (cada um com pequeno 
efeito), a arquitetura genética da esquizofrenia também inclui variantes raras, como algumas 
variações no número de cópias (CNVs), com um maior impacto sobre o risco de desenvolver 
a doença. O maior estudo de genome-wide association com esquizofrenia realizado até o 
momento identificou 108 loci, entretanto, a maior parte das variantes encontradas não 
parece afetar a estrutura proteica, mas pode exercer um papel importante na regulação da 
expressão gênica (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 
2014). 
Assim, o estudo da expressão gênica, que sofre influência de fatores genéticos e 
ambientais, pode auxiliar no melhor entendimento da doença e de seu tratamento. Utilizando 
tecidos periféricos, é ainda possível identificar marcadores biológicos que possam servir como 
ferramentas de diagnóstico e prognóstico para portadores de esquizofrenia, ao contrário do uso 
de tecido cerebral postmortem. O mesmo se aplica a estudos com metilação de DNA, uma 
modificação epigenética que pode regular a expressão gênica sem alterar a sequência de 
nucleotídeos do DNA. 
Entretanto, uma vez que a maior parte dos estudos investigam pacientes com 
esquizofrenia crônica, a expressão gênica e a metilação de DNA podem ser influenciadas pelo 
uso de antipsicóticos ou mesmo pela evolução da doença. Dessa forma, a investigação de uma 
amostra de pacientes no início da doença, como no primeiro episódio psicótico (PEP), virgens 
de tratamento, é de grande importância. 
Diversos genes implicados na esquizofrenia também foram associados a outras 
doenças do neurodesenvolvimento como transtornos do espectro autista (TEA) e deficiência 
intelectual, principalmente em estudos que investigam variantes raras, tais como algumas 
CNVs (Kavanagh et al, 2014). Isso indica como mudanças na dosagem gênica influenciam 
no neurodesenvolvimento (Malhotra , Sebat, 2012), e isso pode ser melhor exporado com o 
estudo de células progenitoras de neurônios. Um gene interessante a se investigar é o 
MBD5 (methyl CpG binding domain protein 5), que parece exercer um papel importante na 
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metilação do DNA e cuja deleção vem sendo amplamente associado a doenças do 
neurodesenvolvimento, incluindo a deficiência intelectual e os TEA.  
  
1.1 Objetivos 
Este estudo tem como objetivo geral a busca por marcadores genéticos que auxiliem 
no entendimento tanto da etiologia do PEP, quanto na resposta ao tratamento com 
antipsicótico, a fim de proporcionar um melhor sistema de diagnóstico aliado a um 
tratamento mais eficiente da doença. 
A presente tese foi dividida, em dois estudos: 1) estudo de expressão/metilação; e 2) 
estudo funcional, cujos objetivos específicos estão descritos abaixo. 
 




1) Avaliar a expressão / metilação de genes envolvidos no neurodesenvolvimento, 
neurotransmissão, mielinização, neuroplasticidade, interleucinas e maquinaria de miRNA 
entre o sangue de pacientes em PEP virgens de tratamento e o de indivíduos controles, a 
fim de identificar marcadores relacionados à psicose; 
2) Avaliar a expressão / metilação de genes envolvidos no neurodesenvolvimento, 
neurotransmissão, mielinização, neuroplasticidade, interleucinas e maquinaria de miRNA 
entre o sangue de pacientes em PEP virgens de tratamento e o após o tratamento com 
antipsicóticos, a fim de identificar marcadores relacionados ao tratamento; 
3) Para os genes diferencialmente expressos nos dois objetivos acima descritos: a) 
correlacionar a expressão gênica com as variáveis clínicas de psicopatologia; b) verificar 
diferenças entre os grupos controle e após o tratamento; c) verificar se a expressão gênica 
está associada à resposta ao tratamento. 
 
Estudo II: Análise funcional do gene MBD5: Caracterização da importância 




4) Modelar a haploinsuficiência de MBD5, um gene cuja deleção leva a doenças do 
neurodesenvolvimento, em células progenitoras de neurônios e identificar genes com 
expressão alterada, levando ao melhor entendimento e formulando novas hipóteses sobre 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
2.1 A esquizofrenia e o primeiro episódio psicótico (PEP) 
A esquizofrenia é uma doença multifatorial que compreende um conjunto de sinais e 
sintomas de origem desconhecida. Dentre os sintomas que compõem a doença estão as 
alucinações e os delírios, que compõem o quadro de sintomas positivos, o embotamento 
afetivo, alogia e avolição, que representam os sintomas negativos, e sintomas cognitivos 
como déficit de atenção, de memória e de funções executivas (Ibrahim , Tamminga, 2010). 
Essa doença apresenta uma incidência média de casos novos ao ano em torno de 1,5 por 
10.000 habitantes (McGrath et al, 2004; Menezes et al, 2007) e uma prevalência entre 0,3 
a 1,6% na população (Kessler et al, 2005).  
Segundo dados da Organização Mundial da Saúde (OMS), a esquizofrenia é a 3ª 
principal causa de anos de vida perdidos ajustados por incapacidade (Disability-Adjusted 
Life Year – DALY) na população jovem de 10-24 anos (Gore et al, 2011). Dentre os 
transtornos mentais, ela representa o principal custo direto com tratamento, com cerca de 
1,3 a 2,5% do total de custos em saúde em países ocidentais (Rossler et al, 2005). Em 
2002, os custos totais da doença nos Estados Unidos foram estimados em U$62,7 bilhões 
(Wu et al, 2005). Em 1998, no estado de São Paulo, o custo direto total da esquizofrenia foi 
de R$222 milhões, o que equivale a 2,2% do total de gastos em saúde do Estado (Leitao et 
al, 2006). Além disso, existe um grande custo indireto para a sociedade em termos do 
sofrimento aos parentes e perda de produtividade que a doença causa (Knapp et al, 2004). 
Os cinco primeiros anos da doença são particularmente críticos, uma vez que é 
durante esse período que as deteriorações sintomática e psicossocial progridem 
rapidamente (Birchwood et al, 1998). As fases precoces da doença, incluindo o tempo de 
psicose não tratada, estão associadas à perda de contato com a família e amigos (Jeppesen 
et al, 2008), tentativas de suicídio (Nordentoft et al, 2004; Large et al, 2009; Nordentoft et 
al, 2011), comorbidade com uso de substâncias e criminalidade (Nielssen et al, 2012; 
Stevens et al, 2012). É nesse período crítico que as chances de mudanças no curso de 
longo prazo das doenças psicóticas são maiores do que nos estágios mais tardios. O 
reconhecimento da possibilidade de alterar a evolução da doença, proporcionou o 
desenvolvimento e estabelecimento de intervenções precoces especializadas para 
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pacientes em primeiro episódio psicótico (PEP), que se intensificaram internacionalmente 
nas últimas duas décadas (Nordentoft et al, 2014).  
Para a esquizofrenia, existe uma grande heterogeneidade de resposta ao tratamento, 
com uma menor proporção (20-50%) de pacientes que remitem ou que tem uma melhora 
significativa, comparado com a maioria que apresenta múltiplos episódios e um declínio 
acentuado (Bleuler, 1978; Ciompi, 1980; Huber et al, 1980; Shepherd et al, 1989; Harding 
et al, 1992; van Os et al, 1996). Assim, os estudos em esquizofrenia são influenciados por 
problemas relacionados à representatividade da amostra (Menezes et al, 2006). A maior 
parte das amostras incluem pacientes em diferentes estágios da doença, com uma 
representação excessiva de pacientes crônicos e refratários ao tratamento (Shepherd et al, 
1989; Keshavan , Schooler, 1992; Lieberman et al, 1996; Birchwood et al, 1998; Riecher-
Rossler , Rossler, 1998) e uma restrição de pacientes que melhoraram ou remitiram, mas 
que receberam um diagnóstico inicial de esquizofrenia (Davidson , McGlashan, 1997). 
Assim, a heterogeneidade da amostra, com predominância de pacientes em estágio mais 
avançados da doença direcionam as pesquisas para uma pior evolução da esquizofrenia, 
além de atribuir as características e cursos dos pacientes de pior prognóstico para toda a 
população com a doença.  
Dessa forma, a investigação dos pacientes no início da esquizofrenia, e 
particularmente durante o PEP pode auxiliar no entendimento da doença e de sua 
progressão, além de ser mais generalizável do que os estudos em pacientes crônicos. 
Existe uma necessidade em se estabelecer serviços de detecção e intervenção precoce 
para a esquizofrenia principalmente em países em desenvolvimento, onde o tempo de psicose 
não tratada é longo (Chiliza et al, 2012). O tempo de psicose não tratada parece estar associada 
a um pior prognóstico em PEP (Schimmelmann et al, 2008), incluindo mais sintomas positivos, 
negativos (Melle et al, 2004; Oosthuizen et al, 2005; Wunderink et al, 2006) e cognitivos (Barnes 
et al, 2000; Rund et al, 2004) e níveis mais baixos de funcionamento social (Barnes et al, 2000; 
Tirupati et al, 2004) e de qualidade de vida (Harris et al, 2005). Comparando-se uma região 
com e uma sem detecção precoce, foram observados, além de uma redução de tempo de 
psicose não tratada, efeitos positivos da detecção precoce no prognóstico do paciente, 
incluindo no estado clínico após três meses e nos sintomas negativos após um ano de 
acompanhamento (Melle et al, 2004; Larsen et al, 2006). 
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O reconhecimento global da importância da intervenção nas fases iniciais da psicose é 
refletido no fato de que a identificação e o manejo precoces das doenças mentais são 
especificamente mencionados como uma área de prioridade no plano de ação da saúde mental 
2013-2020 (World Health Organization, 2013; Nordentoft et al, 2014).  
Em 1952, Delay e Deniker demonstraram que a clorpromazina era efetiva para o 
tratamento da esquizofrenia, descobrindo a primeira medicação efetiva no controle da doença 
(Rosenbloom, 2002). Atualmente, os antipsicóticos são agrupados em duas classes (típicos 
e atípicos ou de primeira e segunda geração, respectivamente), sendo que em ambas, a 
propriedade farmacológica-chave é o bloqueio de receptores de dopamina-2 (D2). Isto reduz 
a hiperatividade da via dopaminérgica mesolímbica, responsável pelos sintomas positivos 
da esquizofrenia (Stahl, 2010). Os antipsicóticos atípicos parecem induzir menos efeitos 
colaterais motores, embora tenham uma maior tendência em induzir ganho de peso, 
diabetes e colesterol alto (Allison et al, 1999; Geddes et al, 2000; Sernyak et al, 2002; Abidi , 
Bhaskara, 2003; Lindenmayer et al, 2003; Anand et al, 2010). Apesar de o mecanismo de 
ação via bloqueio de receptores D2 seja conhecido há mais de 60 anos, nenhuma droga 
antipsicótica de eficácia comprovada tem sido desenvolvida com base em outras moléculas 
alvo. Essa estase terapêutica é, em grande parte, consequência da falta de conhecimento 
sobre a fisiopatologia da esquizofrenia (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric 
Genomics Consortium, 2014). Dessa forma, o entendimento da patogênese da doença é 
um passo crítico para o melhor tratamento e prognóstico para os portadores de 
esquizofrenia.  
 
2.1.1 Modelo do neurodesenvolvimento da esquizofrenia 
O modelo do neurodesenvolvimento despontou há duas décadas como uma hipótese 
que poderia explicar a etiologia da esquizofrenia. Nele é proposto que a doença é resultado 
de um processo de neurodesenvolvimento alterado que antecede o acometimento de 
sintomas clínicos e é causado por uma combinação de fatores genéticos e ambientais. 
Essas alterações podem predispor a ativação de circuitos neurais patológicos durante a 
adolescência ou início da vida adulta, levando à emergência de sintomas positivos, 
negativos ou ambos (Brown et al, 2004).  
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2.1.2 Via dopaminérgica 
Grande parte dos estudos envolvendo a neurobiologia da síndrome psicótica tem 
focado em alterações nos sistemas de neurotransmissores. Dentre elas, a hipótese 
dopaminérgica, particularmente, é a mais estudada e se originou a partir de observações 
que correlacionaram a potência de drogas antipsicóticas com suas afinidades por 
receptores de dopamina D2 (Seeman, 1987) e relataram efeitos psicomiméticos de 
agonistas de dopamina, como a anfetamina (Breier et al, 1997). A sua versão atual postula 
que um risco genético interage com um risco ambiental durante o desenvolvimento, levando 
a um aumento dos níveis de dopamina estriatal pré-sináptica, causando delírios e 
alucinações (Howes , Kapur, 2009).  
2.1.3 Via glutamatérgica 
O glutamato é o neurotransmissor excitatório mais abundante no sistema nervoso, com 
uma função crítica na plasticidade sináptica. Antagonistas de receptores glutamatérgicos, 
como a fenciclidina e a ketamina, podem causar sintomas psicóticos em indivíduos 
saudáveis e piorar os dos portadores de esquizofrenia, mostrando seu envolvimento na 
neurobiologia da doença (Bressan , Pilowsky, 2003). Em adição, estudos post mortem 
identificaram alterações na densidade de receptores glutamatérgicos, no córtex pré-frontal, 
tálamo e lobo temporal (Gao et al, 2000; Ibrahim et al, 2000; Meador-Woodruff , Healy, 
2000).  
2.1.4 Via GABAérgica 
Diversos estudos de neurociência básica e clínica sugerem uma função do ácido 
gama-aminobutírico (GABA), o principal neurotransmissor inibitório do sistema nervoso 
central, na patogênese da esquizofrenia (Wassef et al, 2003). A enzima glutamato 
descarboxilase (GAD) é o fator limitante na síntese do GABA e estudos utilizando tecido 
cerebral post mortem de portadores de esquizofrenia demonstraram a diminuição da 
expressão da proteína GAD1 no córtex pré-frontal e cerebelo (Guidotti et al, 2000), 
sugerindo uma redução da neurotransmissão GABAérgica na doença. 
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2.2 Bases genômicas da esquizofrenia 
Na população em geral, o risco de desenvolver esquizofrenia ao longo da vida é de 
1% e esse risco tende a aumentar para familiares de portadores da doença: 4% para 
familiares de segundo grau e 9% para familiares de 1º grau (Plomin et al, 2008). Uma 
metanálise observou que a taxa de concordância para gêmeos monozigóticos varia de 41-
65%, enquanto que para dizigóticos é de 0-28% (Cardno , Gottesman, 2000). A 
herdabilidade está estimada em 0,83, uma das mais altas entre doenças psiquiátricas 
(Cannon et al, 1998). Estudos de adoção também demonstraram que 7-10% das crianças 
adotadas, cujos pais biológicos eram portadores de esquizofrenia, apresentavam psicose, 
enquanto que 0-1% das crianças adotadas controles apresentaram problemas semelhantes 
(Wender et al, 1974; Tienari et al, 2004).  
Apesar de existirem evidências quanto à participação de fatores genéticos na etiologia 
da esquizofrenia, aproximadamente 60% dos portadores de esquizofrenia não possuem um 
familiar com a doença (Gottesman , Erlenmeyer-Kimling, 2001). 
Esses dados mostram uma correlação direta entre a carga genética e o risco, mas ao 
mesmo tempo, mostram que ela isoladamente não determina o desenvolvimento da doença, 
favorecendo um modelo aditivo de interação de fatores genéticos e ambientais. Dos eventos 
ambientais que foram associados à esquizofrenia, muitos ocorrem durante os períodos pré-
natal ou perinatal, como a hipóxia, antes do acometimento dos sintomas psicóticos 
necessários para o diagnóstico. Assim, existe um período entre os eventos ambientais e o 
aparecimento da doença, fundamentando a hipótese de que a esquizofrenia seja uma 
doença de neurodesenvolvimento (Lewis , Levitt, 2002). Dentre outros fatores ambientais 
que têm sido associados à esquizofrenia destacam-se: uso de cannabis e o processo de 
urbanização (van Os et al, 2010). 
Inicialmente, os estudos genéticos em esquizofrenia eram baseados na análise de 
ligação, que estudam a co-segregação de marcadores genéticos com a doença em famílias, 
de forma a identificar regiões cromossômicas contendo genes importantes para o 
transtorno. Embora esses estudos sejam eficientes para localizar genes responsáveis por 
doenças monogênicas, em que um único gene é responsável pela doença em pelo menos 
uma parte das famílias afetadas, no caso de doenças complexas, em que múltiplos genes 
interagem entre si e com fatores ambientais, os estudos de ligação não são os mais 
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adequados. Isso explica o porquê de, apesar de terem sido encontrados resultados 
positivos, muitos desses estudos não tenham sido replicados (Claes et al, 2012). No 
entanto, alguns dos achados desses estudos de ligação foram replicados mais do que 
poderiam ser explicados se fossem totalmente ao acaso, e dentre eles destaca-se a região 
cromossômica 22q11.2. 
As microdeleções 22q11.2 representam cerca de 1-2% dos casos esporádicos de 
esquizofrenia (Karayiorgou et al, 1995; Christofolini et al, 2011). Em adição, foi observado 
que durante a adolescência ou início da vida adulta, aproximadamente um terço dos 
portadores da síndrome da deleção 22q11.2 desenvolvem esquizofrenia ou transtorno 
esquizoafetivo, representando um risco de 25-31 vezes mais do que da população geral 
(Pulver et al, 1994; Murphy et al, 1999). Reciprocamente, a frequência dessa microdeleção 
em portadores de esquizofrenia pode ser de 12-80 vezes maior que o da população em 
geral (Karayiorgou , Gogos, 2004).  
O aumento no risco para esquizofrenia pode ser resultado da haploinsuficiência de um ou 
mais genes em 22q11.2. Deleções nessa região foram posteriormente confirmadas ao se 
investigar variações no número de cópias (CNVs) em esquizofrenia (International 
Schizophrenia Consortium, 2008; Stefansson et al, 2008; Ota et al, 2013c). Além disso, 
alguns candidatos funcionais dentro da região deletada têm sido propostos, incluindo os genes 
COMT (Matsuzaka etal., em redação), PRODH (Ota et al, 2014a), UFD1L (Ota et al, 2010; Ota 
et al, 2013a) e ZDHHC8 (Ota et al, 2013b).  
Uma outra região cromossômica importante para a esquizofrenia identificada em estudos 
de famílias foi a região 1q42. No caso, um estudo de uma translocação balanceada 
(1;11)(q42;q14.3) que co-segregava com a presença de doença psiquiátrica em uma grande 
família escocesa permitiu a identificação da região (St Clair et al, 1990). Esta translocação gerou 
uma ruptura no gene DISC1, sugerindo uma participação deste gene na etiologia da doença. 
Uma das hipóteses sobre a relação causal da proteína e a esquizofrenia envolve a interação 
da DISC1 com a NDEL1 que por sua vez interage com a LIS1 (codificada pelo gene 
PAFAH1B1) e a dineína para regular funções celulares fundamentais tais como transporte 
axonal, crescimento de neuritos e migração neuronal no desenvolvimento cerebral (Hayashi et 
al, 2005; Kamiya et al, 2005; Kamiya et al, 2006).  
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Para doenças complexas como a esquizofrenia, o tipo de análise mais utilizado e 
adequado é o de associação, contrapondo aos estudos de ligação (Ott et al, 2011). Entretanto, 
os estudos de associação iniciais investigavam poucos genes, que geralmente apresentavam 
uma função biológica relevante para a esquizofrenia ou estavam localizados em regiões 
indicadas pelos estudos de ligação. Contudo, como ainda se conhece pouco sobre a 
patogênese da doença, uma análise mais exploratória e não apenas confirmatória, poderia ser 
mais produtiva. Assim, o avanço da tecnologia e a possibilidade de se investigar o genoma 
completo, sem uma hipótese a priori, geraram os genome-wide association studies (GWAS), 
que auxiliaram na identificação de outros genes relevantes para a doença, na formulação de 
novas hipóteses e também na explicação da alta herdabilidade da doença.  
Até recentemente existia uma dicotomia nos estudos genéticos em doenças psiquiátricas. 
Os estudos de ligação iniciais auxiliaram na identificação das variantes raras, como a 
deleção 22q11.2, e os estudos posteriores investigando CNVs ou exomas deram 
continuidade a esses estudos. Paralelamente, outros estudos defendiam a hipótese doença 
comum – variante comum, focando principalmente nos polimorfismos de nucleotídeo único 
(SNPs) e isso foi a base e a força dos estudos GWAS. Entretanto, recentemente foi proposto 
que o componente genético da esquizofrenia é derivado tanto de variantes de risco raras (e 
de grande efeito) quanto comuns (de pequeno efeito) e é a combinação dessas frequências 
alélicas, tamanho de efeito e características funcionais que auxiliarão na detecção de loci 
associados à doença (Visscher et al, 2012). 
Além de serem importantes para identificar fatores associados à esquizofrenia, e 
assim, auxiliar no entendimento da patogênese da esquizofrenia, os GWAS também são 
importantes para os estudos de farmacogenética. Frank et al (2014), por exemplo, baseado 
nos loci de risco previamente identificados pelo maior GWAS até então (Schizophrenia 
Psychiatric Genome-Wide Association Study (GWAS) Consortium, 2011), geraram um 
escore de risco poligênico e investigaram se um maior risco genético, mensurado por esse 
escore, estaria associado com a resposta ao tratamento (Frank et al, 2014). 
Interessantemente, foi observado que o subgrupo resistente ao tratamento e que faziam uso 
de clozapina apresentava um escore maior do que o que não fazia uso de clozapina e, 
consistente com esse achado, dentro do subgrupo dos que faziam uso desse antipsicótico, 
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os que não respondiam também apresentavam um escore maior do que os que respondiam 
à clozapina.  
O maior estudo GWAS realizado até o momento investigou 36.989 portadores de 
esquizofenia e 113.075 controles e identificou 108 loci associados à doença, indicando uma 
contribuição poligênica verdadeira na esquizofrenia (Schizophrenia Working Group of the 
Psychiatric Genomics Consortium, 2014). Com esse estudo, além de gerar novas hipóteses 
sobre a etiologia da doença, pôde-se confirmar as hipóteses fisiopatológicas principais da 
esquizofrenia, pois foram encontradas associações significantes com genes de receptores de 
dopamina, de glutamato, de sinalização de cálcio, da função e plasticidade sináptica, além de 
genes do neurodesenvolvimento e do sistema imune. Muitos dos achados também 
sobrepunham aos achados com variantes raras, como algumas CNVs, em genes relacionados 
com a função glutamatérgica sináptica e de canais de cálcio, confirmando que estudos em 
variantes comuns e raras são complementares e não antagônicas. 
Dos 108 loci identificados, 75% incluíam genes codificadores de proteínas, entretanto, em 
apenas 10 casos a associação foi devida a um polimorfismo não-sinônimo exônico conhecido 
(ou seja, que muda a sequência de aminoácidos na proteína), sugerindo que muitos dos 
achados em GWAS podem exercer seus efeitos alterando a expressão gênica ao invés da 
estrutura proteica (Nicolae et al, 2010; Maurano et al, 2012; Richards et al, 2012; Schizophrenia 
Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014). Interessantemente, grande 
parte dos achados foram em genes expressos no cérebro, o que é biologicamente condizente 
com a doença.  
 
2.2.1 Estudos de expressão gênica em esquizofrenia 
Considerando que o DNA é transcrito para RNA, que por sua vez pode ou não ser 
traduzido em proteína, podemos considerar que a expressão gênica é um fenótipo 
intermediário entre a sequência gênica e a doença. Assim, estudos que avaliam a 
quantidade de RNA e/ou proteínas são essenciais para o entendimento do papel de 
variantes genéticas na suscetibilidade à esquizofrenia (de Jong et al, 2012), além de 
refletirem as múltiplas interações genéticas e ambientais. Adicionalmente, como relatado 
anteriormente, a maior parte das variantes genéticas que conferem risco à doença não 
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ocorrem em regiões codificantes, não alterando a estrutura proteica, mas podendo 
influenciar na sua expressão. 
Uma hipoexpressão da enzima que sintetiza GABA, a glutamato descarboxilase 
(codificada pelo gene GAD1) é uma das alterações moleculares mais consistentemente 
observadas em tecido cerebral de portadores de esquizofrenia. Pelo menos 20 estudos na 
literatura conduzidos por grupos diferentes que utilizaram tecidos post-mortem relataram 
uma baixa expressão do seu RNA mensageiro (RNAm) ou proteína em múltiplas regiões 
cerebrais de portadores desta doença, favorecendo a hipótese de uma disfunção 
GABAérgica (Mitchell et al, 2014). Outros achados interessantes incluem os genes BDNF e 
RELN (Guidotti et al, 2014). 
Estudos utilizando microarrays em tecidos cerebrais post-mortem já relataram 
diferenças de expressão em genes pertencentes a vias de mielinização, vias GABAérgicas, 
vias glutamatérgicas, vias de sinapse, mitocôndrias, resposta imune e estresse  (Sequeira 
et al, 2012). Um estudo recente de sequenciamento de RNA em larga escala (RNaseq) em 
amostras post-mortem de hipocampo identificou 144 genes diferencialmente expressos 
entre amostras de pacientes com esquizofrenia e controles, sendo que as vias de 
inflamação e resposta imune foram as mais representadas (Hwang et al, 2013), confirmando 
estudos anteriores em outras regiões cerebrais (Arion et al, 2007; Saetre et al, 2007; Schmitt 
et al, 2011; Fillman et al, 2013). 
Entretanto, a esquizofrenia é uma doença de curso e tratamento longos e, 
considerando que os controles saudáveis geralmente não recebem nenhum tipo de 
antipsicótico, a questão seria se as alterações na expressão gênica encontradas em tecidos 
cerebrais post-mortem desses pacientes é consequência do uso prolongado de 
antipsicóticos ou faz parte da etiopatogenia da doença por si.  
Além disso, diversos fatores de confusão, tais como a idade, pH, gênero e qualidade 
do RNAm, podem ter um efeito significativo na expressão gênica em tecido cerebral post-
mortem, podendo enviesar esses estudos (Sequeira et al, 2012). Adicionalmente, existe 
uma redundância nas amostras de tecido cerebral post-mortem, com poucos bancos de 
cérebro sendo utilizados e um tamanho amostral pequeno, o que leva a um baixo poder 
estatístico nesse tipo de estudo. Todos esses fatores inerentes ao tipo de amostra coletada 
levaram à busca de perfis de expressão em tecidos periféricos, como o sangue (Kuzman et 
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al, 2009; Kurian et al, 2011) e biópsias de pele (Gasso et al, 2014). Além disso, esse tipo de 
abordagem permite fazer um estudo de seguimento longitudinal, que não seria possível com 
tecidos post-mortem, possibilitando observar o efeito da progressão e estado da doença e 
da medicação (Kuzman et al, 2009; Kumarasinghe et al, 2013).  
Embora a expressão gênica em sangue seja moderadamente correlacionada com a 
expressão gênica em tecido cerebral (Sullivan et al, 2006; Jasinska et al, 2009; Cai et al, 
2010a; Rollins et al, 2010), diversos estudos têm sugerido que a primeira pode ser útil para 
auxiliar no diagnóstico de doenças mentais (Middleton et al, 2005; Tsuang et al, 2005; 
Takahashi et al, 2010; de Jong et al, 2012; Frau et al, 2012; Maschietto et al, 2012) ou na 
classificação de subtipos (Bowden et al, 2006) ou na sintomatologia, como alucinações e 
delírios (Bousman et al, 2010; Kurian et al, 2011).  
Cinco estudos que avaliaram o perfil de expressão gênica em sangue periférico de 
paciente com esquizofrenia por meio de microarrays, fazendo uma análise livre de 
hipóteses, identificaram alterações na expressão de genes que estão envolvidos em função 
imune, inflamação (de Jong et al, 2012; Gardiner et al, 2013; Kumarasinghe et al, 2013), 
doenças infecciosas (de Jong et al, 2012; Kumarasinghe et al, 2013), função hematológica, 
doenças neurológicas (de Jong et al, 2012), transcrição / processamento de RNA, ubiquitina, 
metabolismo de lipídio / glicose / proteína, transdução de sinal, citoesqueleto (Kuzman et al, 
2009), adesão celular, desenvolvimento do sistema nervoso, transporte iônico (Takahashi 
et al, 2010), entre outras funções. Um estudo utilizando RNAseq também confirmou as 
alterações em genes relacionados ao sistema imune (Xu et al, 2012). 
Contudo, o tratamento com antipsicóticos ainda é um fator que deve ser considerado, 
uma vez que o uso de medicação por longos períodos pode influenciar nos resultados 
obtidos, por exemplo, em estudo de pacientes com esquizofrenia crônica. Mamdani et al. 
(2013) observaram que 210 transcritos apresentaram diferença de expressão quando 
comparava pacientes que receberam risperidona ou olanzapina, pela técnica de microarray. 
Além do tratamento, a própria cronicidade e evolução da doença podem interferir nos 
resultados, uma vez que a expressão de alguns genes pode diferir entre os estágios iniciais 
e tardios da doença. Apenas alguns estudos investigaram a expressão gênica em sangue 
total de pacientes virgens ou livres de tratamento e em PEP (Numata et al, 2008; Suzuki et 
al, 2008; Zhang et al, 2008; Kuzman et al, 2009; Gutierrez-Fernandez et al, 2010; Takahashi 
Revisão da literatura 
17 
et al, 2010; de Jong et al, 2012; Kordi-Tamandani et al, 2012; Melas et al, 2012; Kordi-
Tamandani et al, 2013a; Kordi-Tamandani et al, 2013b; Kumarasinghe et al, 2013; Mamdani 
et al, 2013; Nishioka et al, 2013; Sainz et al, 2013; Crespo-Facorro et al, 2014).  
O estudo de expressão gênica em tecido periférico de pacientes em PEP também 
permite identificar marcadores de traço e de estado. Os marcadores de traço referem-se 
aos processos biológicos ou comportamentais que exercem um papel, possivelmente 
causal, na predisposição de uma doença psiquiátrica, enquanto que os marcadores de 
estado referem-se mais às manifestações clínicas dos pacientes. Tipicamente, embora não 
necessariamente, um marcador de traço é duradouro, enquanto que o de estado é 
transiente (Chen et al, 2006). Assim, quando vemos uma expressão gênica diferencial entre 
PEP x controle que é mantida após o tratamento (após a remissão), poderíamos considerá-
la como um marcador de traço, que estaria mais implicada na etiologia e independeria do 
estado do paciente.   
Dentre os estudos de expressão gênica em sangue de pacientes em PEP virgens de 
tratamento podemos destacar dois estudos do mesmo grupo que utilizaram 
sequenciamento de nova geração, uma tecnologia mais atual, sensível e mais específica 
que os microarrays (Sainz et al, 2013; Crespo-Facorro et al, 2014). Sainz et al. (2013), 
comparando 36 portadores de esquizofrenia virgens de tratamento e 40 controles, 
encontraram 200 genes diferencialmente expressos enriquecidos em sete processos 
biológicos do Gene Ontology relacionados a processamento e maturação de proteínas, 
resposta imune inata, resposta inflamatória aguda, e resposta a ferimento. Dentre eles, o 
gene mais significantemente associado foi o ADAMTS2, destacando-se também outros 
como: CSMD1, EHF, RFX2, GRIK3, LPL, S100B, SNCA, SYN2, TUBB2A e SELENBP1, 
que já foram relacionados à esquizofrenia ou aos seus subfenótipos. O sequenciamento do 
transcriptoma de amostras de sangue de 22 pacientes com esquizofrenia, antes e após o 
tratamento com antipsicóticos atípicos, identificou 17 genes que tiveram sua expressão 
alterada após o tratamento com antipsicóticos. Seis deles já haviam sido encontrados no 
estudo de Sainz et al. (2013) comparando pacientes virgens de tratamento e controles. 
Todos eles mostraram-se inicialmente superexpressos, porém os seus níveis retornaram ao 
normal após o tratamento (Crespo-Facorro et al, 2014). Interessantemente, existia um 
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enriquecimento de genes relacionados à obesidade e diabetes, efeitos colaterais típicos dos 
antipsicóticos. 
Semelhante aos dois estudos supramencionados, a presente tese gerou dois trabalhos 
(Ota et al, 2014b; Ota et al, 2014c) (Anexos 3 e 4) que compararam a expressão de 10 
genes envolvidos na neurotransmissão ou neurodesenvolvimento entre 51 pacientes em 
PEP virgens de tratamento e 51 controles (Ota et al, 2014c) e entre 44 pacientes em PEP 
antes e após 2 meses de tratamento com o antipsicótico atípico risperidona (Ota et al, 
2014b). No primeiro trabalho, encontramos uma redução da expressão do gene GCH1 nos 
pacientes em comparação aos controles. que foi mantida após o tratamento. Já no segundo, 
identificamos por meio de uma análise pareada, uma redução da expressão do gene 
GABRR2 após o tratamento com o antipsicótico, indicando que risperidona pode interferir 
na expressão gênica. 
 
2.2.2 Controle epigenético da expressão gênica  
2.2.2.1 Controle por metilação de DNA 
Estudos epidemiológicos têm fornecido evidências de que fatores ambientais pré e 
pós-natais podem influenciar no risco de desenvolvimento de diversas doenças crônicas e 
comportamentais, tais como câncer, doença cardiovascular e esquizofrenia. Alterações em 
marcas epigenéticas poderiam ser um dos mecanismos pelos quais fatores ambientais 
externos estariam associados a essas doenças. Por exemplo, foi observado em ratos que 
a exposição pré-natal à malnutrição leva a uma reprogramação da expressão gênica, 
relacionada a modificações epigenéticas no cérebro, no período pós-natal. Esse processo 
pode prejudicar o aprendizado, resultando em uma maior suscetibilidade à esquizofrenia 
(Xu et al, 2014). Atualmente, está claro que para um melhor entendimento das interações 
do ambiente com o genoma é necessário que os mecanismos epigenéticos sejam 
desvendados (Jirtle , Skinner, 2007). 
O termo epigenética refere-se a modificações químicas e físicas do DNA e da 
cromatina que regulam a atividade funcional do genoma, como a expressão gênica, sem 
mudar a sequência de nucleotídeos (Turecki et al, 2014). Essas alterações são 
responsáveis pelo controle transcricional, por meio de repressão de genes desnecessários 
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em algumas células. Diversas evidências demonstraram que eventos epigenéticos estão 
envolvidos no desenvolvimento embrionário, no fenômeno de compensação de dose, na 
regulação da expressão gênica e na estabilidade genômica (Park , Kuroda, 2001; Li, 2002; 
Margueron , Reinberg, 2010). 
As modificações epigenéticas envolvem diversas alterações tanto no DNA quanto na 
cromatina sendo que a mais bem estudada em humanos é a metilação do DNA. Nessa 
modificação, catalisada pelas enzimas DNA metiltransferases (DNMTs), ocorre a adição 
covalente de um grupo metil ao carbono 5’ do anel pirimídico da citosina, resultando em 5’-
metilcitosina (5mC). Essas citosinas estão localizadas a 5’ de uma base guanina em um 
dinucleotídeo CpG na região promotora de diversos genes e contêm múltiplos sítios de ligação 
para fatores de transcrição (Chuang , Jones, 2007). Dessa forma, com a metilação desses sítios 
CpG, ocorre a inibição da ligação de fatores de transcrição e também a atração de proteínas 
ligantes de metil (MeCPs), que iniciam a compactação da cromatina e o silenciamento gênico 
(Klose , Bird, 2006). Em genomas de vertebrados, mais da metade dos genes contem regiões 
curtas (aproximadamente 1 kb) ricas em CpG denominadas ilhas CpG, e o resto do genoma é 
depletado em CpG. Em humanos, cerca de 60% dos genes contém uma região rica em CpG 
em seus promotores e, em geral, quando essa região é metilada, a expressão do gene 
correspondente é impedida.  
Um conjunto de dados consistentes tem associado a metilação de DNA à esquizofrenia 
(Sharma, 2005). As primeiras evidências de que processos epigenéticos poderiam estar 
envolvidos com a psicose surgiram na década de 1970, em que foi observado que a metionina, 
precursora da SAM (S-adenosil-metionina, o doador de metil utilizado pelas DNMTs para 
metilar a citosina do DNA), quando administrada em altas doses por 3-4 semanas podia 
exacerbar os sintomas psicóticos dos pacientes com esquizofrenia (Wyatt et al, 1971; Guidotti 
, Grayson, 2014). Um fator a ser considerado é que tanto a metilação global quanto a que ocorre 
em locais específicos do genoma, podem ser reguladas pela biodisponibilidade do doador de 
metil SAM (Tremolizzo et al, 2005), cuja biossíntese está alterada em cérebro de portadores de 
esquizofrenia (Guidotti et al, 2007). 
A maior parte dos estudos focou na quantificação da metilação em promotores de genes 
candidatos, sendo que os primeiros trabalhos em tecidos cerebrais post-mortem focaram nos 
genes RELN, COMT e SOX10 (Abdolmaleky et al, 2005; Grayson et al, 2005; Iwamoto et al, 
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2005). O primeiro estudo em larga escala do epigenoma, utilizando tecido post-mortem obtido 
do córtex frontal, avaliou por microarray a metilação de aproximadamente 12.000 sítios CpG do 
genoma e encontrou diferenças significantes em diversos genes relacionados à psicose, 
incluindo genes envolvidos no desenvolvimento neuronal e nas vias glutamatérgicas e 
GABAérgicas (Mill et al, 2008).  
Semelhantemente aos estudos de expressão gênica, não é possível estudar a história da 
doença apenas nos tecidos cerebrais post-mortem. Como as manifestações clínicas da 
esquizofrenia começam nos estágios prodrômicos, seguidos do PEP na adolescência e 
subsequente deterioração, existe uma real necessidade de utilização de tecidos periféricos 
(Guidotti et al, 2014). Além disso, diversos estudos em metiloma de humanos e animais 
indicaram uma homologia entre cérebro e sangue (Davies et al, 2012; Provencal et al, 2012; 
Kundakovic et al, 2014).  
Alguns estudos revelaram uma tendência à hipometilação global em células de sangue 
periférico de portadores de esquizofrenia (Shimabukuro et al, 2007; Melas et al, 2012; Nishioka 
et al, 2013), embora outros trabalhos não tenham identificado diferenças (Bromberg et al, 2008; 
Dempster et al, 2011). Também foram observadas diferenças na metilação de regiões 
promotoras do receptor dopaminérgico D2 em sangue periférico de gêmeos monozigóticos 
discordantes para a esquizofrenia (Petronis et al, 2003). Interessantemente alguns desses 
achados foram concordantes entre diferentes tecidos (cérebro post-mortem e sangue), como 
para os genes RELN (Aberg et al, 2014) e BDNF (Auta et al, 2013; Ikegame et al, 2013). 
Paralelamente, também foi observado um aumento na expressão dos genes das enzimas DNA 
metiltransferases (DNMT1, DNTM3a e DNMT3b) em tecido cerebral e periférico (Veldic et al, 
2004; Veldic et al, 2005; Zhubi et al, 2009).  
Investigando a metilação de DNA em sangue periférico, Liu et al. (2013) identificaram 16 
sítios CpGs hiper- ou hipometilados, sendo que a via biológica mais desregulada envolvia 
genes de resposta inflamatória (Liu et al, 2013a). Mais recentemente e utilizando 
sequenciamento de nova geração, Aberg et al. (2014) identificaram 25 sítios associados com a 
esquizofrenia ao comparar amostras de 759 pacientes e 738 controles. Desses, o mais 
significantemente associado localizava-se no gene FAM63B, e interessantemente, um sítio 
localizava-se no gene RELN (Aberg et al, 2014). Quanto ao tratamento, foi observado que 
medicamentos utilizados para doenças psiquiátricas, como o ácido valpróico, podem ser 
Revisão da literatura 
21 
capazes de promover uma hiperacetilação de histonas, outra modificação epigenética capaz 
de regular a expressão gênica (Phiel et al, 2001). Além disso, Melas et al. (2012) observaram 
uma hipometilação global em leucócitos de pacientes com esquizofrenia que era parcialmente 
recuperada pelo tratamento com haloperidol (Melas et al, 2012). 
Um estudo combinou dados de genotipagem, expressão e metilação, encontrando 11320 
CpGs diferencialmente metilados entre pacientes com esquizofrenia e controles. Desses, 1095 
CpGs estavam associados com 1226 transcritos em cis. Comparando-se esses transcritos 
entre casos e controles, 391 (31,89%) estavam diferencialmente expressos. Por fim, esses 
dados também foram comparados com dados de genotipagem provenientes de GWAS, e o 
resultado mais significante identificou que o SNP rs11191514, localizado no gene CNNM2, 
estava associado com a esquizofrenia e com uma metilação diferencial em um sítio próximo do 
gene CALHM1 entre casos e controles que estava correlacionado com a expressão do gene, o 
qual também estava diferente entre pacientes e controles (van Eijk et al, 2014). Esse estudo 
sugeriu que a combinação de diferentes dados (genoma, transcriptoma e metiloma) pode 
aumentar o poder da associação, o que não seria possível ao analisar individualmente cada 
dado com uma amostra pequena (260 pacientes, 250 controles para genotipagem e metiloma; 
e 120 pacientes e 120 controles para transcriptoma). 
Contudo, muitos dos achados ainda são inconsistentes e atualmente sugere-se que 
existe um equilíbrio entre metilação e desmetilação de DNA. Essa teoria é ainda mais 
apoiada pelos achados independentes e recentes mostrando que as marcas 5mC nas 
regiões promotoras de genes específicos podem ser oxidadas pelas enzimas TET (Ten-
eleven translocation) para formar as 5-hidroximetilcitosinas no cérebro de mamíferos, que, 
por sua vez, podem ser consideradas como intermediárias da desmetilação do DNA. 
estando positivamente correlacionadas com a expressão gênica (Nestor et al, 2012).  
2.2.2.2 Controle por microRNAs 
Outro mecanismo epigenético de destaque inclui os microRNAs (miRNAs), que são RNAs 
pequenos (18 a 26 nucleotídeos) capazes de afetar a estabilidade e a tradução do RNAm. Eles 
são fatores específicos para um complexo de proteínas denominado RISC (RNA-induce 
silencing complex), que por sua vez é capaz de se ligar a RNAm alvos por meio de um 
pareamento de bases, levando à degradação ou inibição da tradução do RNA alvo (Beveridge 
, Cairns, 2012). Os miRNAs são gerados por uma série de clivagens do transcrito de um RNA 
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precursor longo (Bushati , Cohen, 2007). Inicialmente, o pri-miRNA é transcrito pela RNA 
polimerase II e, em seguida, processado pela DROSHA dentro de um complexo que também 
inclui o DGCR8, produzindo o pre-miRNA. Esse é exportado para o citoplasma e clivado em 
miRNA maduro pela DICER1 como parte do complexo RISC. 
Considerando que cada miRNA potencialmente interfere na expressão de centenas de 
genes alvos, e que eles são amplamente expressos no cérebro (Cao et al, 2006), as 
implicações clínicas de um distúrbio nesse sistema, particularmente durante o 
neurodesenvolvimento, são significativas e indicam uma provável participação dos miRNAs em 
doenças mentais (Beveridge , Cairns, 2012). Além disso, é importante salientar que um dos 
fatores genéticos mais fortemente associados à esquizofrenia é a deleção da região 
cromossômica 22q11.2, onde se localiza o gene DGCR8, que participa na biogênese dos 
miRNAs (Beveridge , Cairns, 2012). Interessantemente, um estudo recente de transcriptoma 
de linhagens linfoblastóides de 413 casos e 446 controles identificou 95 transcritos 
diferencialmente expressos, sendo que dentre os genes estavam os que participam do 
processamento de miRNA, como a DICER1 (Sanders et al, 2013). 
Além disso, genótipos dos genes DICER1 e DGCR8 já foram associados com a 
esquizofrenia (Zhou et al, 2013), e polimorfismos localizados no gene que codifica o miR-
137 foram fortemente associados à doença nos três maiores GWASs realizados 
(Schizophrenia Psychiatric Genome-Wide Association Study GWAS Consortium, 2011; 
Ripke et al, 2013; Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 
2014).  
Embora essas evidências apontem para a presença de processos epigenéticos na 
esquizofrenia, a exata participação desses eventos e os efeitos de fármacos utilizados no 
tratamento sobre esses processos não estão bem estabelecidos. Além disso, estudos 
futuros ainda são necessários para identificar se as mudanças na metilação observadas 
refletem a causa ou a consequência da doença. O estudo desses mecanismos pode 
contribuir tanto para o entendimento de sua patogênese, quanto para o desenvolvimento de 
estratégias terapêuticas.  
Em tratamento clínico, os biomarcadores são importantes para monitorar a progressão 
da doença ao longo do tempo e no tratamento individualizado. Dado que existe uma 
associação entre maior tempo de psicose não tratada e maior psicopatologia e pior 
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desempenho funcional (Perkins et al, 2005; Guo et al, 2013), a identificação de 
biomarcadores para esquizofrenia em sangue periférico podem ser relevantes nas decisões 
clínicas relacionadas ao tratamento profilático, levando a prevenção do acometimento do 
PEP ou de sua recaída. A deterioração a longo prazo tipicamente observada no curso da 
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3 ESTUDO I: ESTUDO DE EXPRESSÃO GÊNICA / METILAÇÃO EM 
PRIMEIRO EPISÓDIO PSICÓTICO (PEP) 
Artigo publicado na revista Psychiatry Research (Anexo 2); Ota et al. 2013d 
Artigo publicado na revista Journal of Psychiatric Research (Anexo 3); Ota et al. 2014b 
Artigo publicado na revista Schizophrenia Research (Anexo 4); Ota et al. 2014c 
 
3.1 Métodos 
Para este estudo foram avaliados 73 pacientes em PEP (64 deles tiveram seguimento 
após dois meses de tratamento com risperidona e 9 destes após um ano) e 73 controles. 
Inicialmente optamos por realizar o seguimento por dois meses, pois é um tempo adequado 
para avaliar a resposta ao antipsicótico. Devido à aprovação de um auxílio temático à 
pesquisa (FAPESP 2011/50740-5), decidimos seguir os pacientes por um tempo mais longo 
(1 ano) de forma a avaliar o efeito a longo prazo dos antipsicóticos. Entretanto, devido a 
dificuldades na reconvocação, e ao grande abandono ao tratamento, apenas nove pacientes 
foram reavaliados após um ano de tratamento. Todos eles também apresentavam a 
reavaliação após dois meses de tratamento. 
3.1.1 Avaliação clínica dos pacientes em primeiro episódio psicótico  
Os pacientes foram provenientes, principalmente, dos ambulatórios de PEP criados 
nos Centros de Atenção Integral à Saúde Mental (CAISMs) da Irmandade da Santa Casa 
de Misericórdia de São Paulo (ISCMSP), com um ambulatório na unidade de Franco da 
Rocha e outro na Vila Mariana. Adicionalmente, pacientes foram captados por meio do 
Hospital Central da ISCMSP, do Hospital São Paulo e de outros ambulatórios e clínicas 
particulares. 
A avaliação clínica consistiu em três etapas: 1) rastreamento; 2) inclusão na pesquisa; 3) 
seguimento. Dessa forma, uma vez identificados, os pacientes em PEP foram submetidos a 
duas avaliações: uma avaliação basal, no início do estudo, e outra após dois meses do início 
do tratamento. Esse período foi definido de acordo com o tempo necessário para introdução e 
avaliação de resposta à medicação. Nesses dois momentos, foram aplicados instrumentos 
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padronizados para a avaliação clínica (descrição detalhada a seguir) e uma amostra de sangue 
periférico foi coletada.  
Todos os indivíduos ou seus responsáveis legais assinaram um termo de consentimento 
livre e esclarecido, aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UNIFESP/HSP (0603/10). 
3.1.1.1 Avaliação psiquiátrica: Rastreamento 
Na etapa de rastreamento foi aplicado um checklist para verificar se o paciente poderia 
ser incluído na pesquisa. Para a inclusão no estudo, o indivíduo tinha que apresentar 
sintomas psicóticos, idade entre 15 e 35 anos e ausência de uso prévio de antipsicóticos. 
Aqueles que apresentavam causa orgânica, quadro de intoxicação aguda por uso de drogas 
ou não possuíam contato para posterior seguimento, não foram incluídos na pesquisa. 
Nesse momento, o indivíduo foi convidado a participar da pesquisa e a assinar o termo de 
consentimento livre e esclarecido. Nessa etapa o sangue foi coletado e, em seguida, o 
medicamento foi administrado de forma a estabilizar o paciente. Optamos por padronizar 
pelo tratamento com risperidona (1–6 mg), um antipsicótico atípico, devido a sua eficácia 
comprovada e perfil de efeitos colaterais bem tolerado. Além disso, a risperidona é o 
antipsicótico de preferência no tratamento de PEP e apresenta menores taxas de sintomas 
extrapiramidais do que os antipsicóticos típicos (McGorry et al, 2011). O uso de outras 
medicações psiquiátricas, exceto outros antipsicóticos, foi permitido de acordo com a 
indicação clínica. As medicações e dose utilizadas foram registradas. 
3.1.1.2 Avaliação psiquiátrica: Inclusão na pesquisa (Avaliação 1) 
Na etapa de inclusão no estudo (realizada imediatamente após o rastreamento), foi 
realizada a avaliação 1, em que foi preenchida uma ficha de identificação para o paciente e 
foram aplicados os módulos A, B, C, D e E da SCID-I (Structured Clinical Interview for DSM-
IV). Outros quatro instrumentos foram aplicados no grupo de pacientes para avaliação de 
sintomas e da resposta farmacológica:  
1) psicopatologia psicótica – através da escala de sintomas positivos e negativos 
(PANSS – Positive and negative syndrome scale) (Kay et al, 1987), instrumento validado no 
Brasil por Vessoni (Vessoni, 1993). Ela é dividida em três subescalas: positiva (contendo 7 
perguntas que avaliam sintomas positivos, como delírios e alucinações); negativa (contendo 
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7 perguntas que avaliam sintomas negativos, como embotamento afetivo) e de 
psicopatologia geral (contendo 16 perguntas); 
2) gravidade da doença – através da escala de impressão de gravidade clínica (GAF 
– Global assessment of functioning / CGI – Clinical global impression) (Haro et al, 2003), 
instrumento validado no Brasil por Lima et al (Lima et al, 2007). Essas escalas são 
avaliações globais da resposta ao tratamento com medicamentos e do funcionamento do 
paciente;  
3) Calgary Depression Scale fo Schizophrenia (CDSS), que avalia sintomatologia 
depressiva atual; 
4) Young mania rating scale, que avalia sintomas de mania em pacientes. Essa 
escala não foi utilizada para a correlação dos dados, uma vez que para a presente tese 
excluímos indivíduos com desfecho de transtorno bipolar.  
 
Dados sócio-demográficos foram colhidos para permitir pareamento da amostra e 
futuro refinamento do fenótipo. Outros dados como migração, complicações obstétricas, 
história familiar de doenças psiquiátricas e uso de drogas de abuso também foram relatados. 
Com base nessas avaliações psiquiátricas, indivíduos que apresentaram diagnóstico de 
psicose induzida por uso de substâncias, transtorno bipolar ou sintomas psicóticos 
secundários à depressão ou uso prévio de medicação antipsicótica foram excluídos da 
pesquisa. 
3.1.1.3 Avaliação psiquiátrica: seguimento do paciente (Avaliação 2 e 3) 
No seguimento, a avaliação foi realizada com os mesmos instrumentos aplicados na 
etapa de inclusão (avaliação 1), após dois meses de tratamento com risperidona (avaliação 
2) ou 1 ano (avaliação 3). Inicialmente houve uma grande perda de pacientes entre a etapa 
de inclusão e o seguimento, uma vez que muitos pacientes não retornavam para essa 
segunda avaliação. Com a criação do ambulatório de PEP no CAISM, essa dificuldade foi 
parcialmente sanada, uma vez que o paciente retornava ao ambulatório periodicamente de 
acordo com a sua necessidade, favorecendo uma maior adesão.  
A resposta ao tratamento foi determinada pela redução em 50% do escore da PANSS 
na avaliação 2 quando comparada à avaliação 1 (Leucht et al, 2009). Nesse momento, foi 
realizada a segunda coleta de sangue. Os pacientes também foram submetidos à coleta de 
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sangue após a avaliação 3, em que foi novamente verificado o estado quanto a resposta ao 
tratamento. Os dados da avaliação 3 e respectiva coleta de sangue só foram incluídos no 
estudo II. 
3.1.2 Indivíduos controles 
Os controles saudáveis foram submetidos a um protocolo semelhante de avaliação 
psiquiátrica e coleta de sangue. Eles foram pareados por sexo e idade com os pacientes. 
Um indivíduo foi considerado controle saudável quando houve ausência de diagnóstico 
psiquiátrico atual ou passado definido de acordo com a SCID e quando não apresentava 
história de transtorno psicótico na família. 
 
3.1.3 Delineamento geral do estudo  
O estudo foi delineado em duas frentes: uma comparação entre pacientes em PEP 
virgens de antipsicóticos e controles; e entre pacientes em PEP antes e após o tratamento 
(8 semanas ou 1 ano), particularmente a riperidona, um antipsicótico atípico. Esse desenho 
(Figura 1) foi a base do projeto regular da FAPESP 2010/08968-6, com o qual foi possível 
coletar essa amostra inicial. Inicialmente o estudo incluiu a investigação da expressão de 
genes relacionados à neurotransmissão por meio da técnica de Superarray – RT2 Profiler™ 
PCR Array System e uma posterior análise de metilação de DNA dos genes diferencialmente 
expressos em amostras de sangue periférico. Durante este auxílio, foram selecionados 51 
pacientes em PEP, dos quais 44 foram submetidos a uma reavaliação após dois meses de 
tratamento com risperidona, e 50 controles saudáveis. Com base nesse estudo foram 
pubicados três artigos científicos (Ota et al, 2013d; Ota et al, 2014b; Ota et al, 2014c) sendo 
dois deles em revistas Qualis A1 da CAPES (Área de concentração Ciências Biológicas I).  
Devido à inclusão das amostras de PEP no projeto temático FAPESP-MCT/CNPq-
PRONEX (FAPESP 2011/50740-5), foi possível adicionar à presente tese a avaliação da 
expressão de mais 21 genes relacionados ao neurodesenvolvimento, metabolismo de 
neurotransmissores, maquinaria de miRNA, mielinização, neuroplasticidade, interleucinas e 
sistema endonabinoide. Um dos genes selecionados (COMT) também foi investigado com 
a técnica anterior. Além disso, esse auxílio previa a utilização do TaqMan® Low Density 
Array como método de avaliação da expressão gênica e não previa a análise de metilação 
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de DNA. Por meio dele, foi possível ampliar a amostra anterior para 73 indivíduos PEP 
virgens de tratamento (64 dos quais tiveram seguimento após dois meses de tratamento e 
9 após um ano) e 73 controles.  
Cada participante foi submetido à coleta de sangue para a obtenção de um banco de 
RNA e de DNA, além da avaliação psiquiátrica, conforme demonstrado na Figura 1. Dessa 
forma, o RNA extraído foi utilizado para a análise da expressão gênica de RNAm e o DNA 
foi utilizado para as análises de metilação de genes diferencialmente expressos 
provenientes da análise pela técnica Superarray – RT2 Profiler™ PCR Array System, para 
identificar se a diferença de expressão era devida a diferenças de metilação. 
 
Figura 1. Desenho do estudo I, indicando as etapas em que foram realizadas as coletas de 
sangue e as avaliações psiquiátricas (antes e após o tratamento), seguidas pela análise da 
expressão gênica e da metilação de DNA. 
 
3.1.4 Coleta de material e extração de ácidos nucleicos 
Ao todo, 15 mL de sangue periférico foram coletados dos pacientes e dos controles: 5 
mL distribuídos em dois tubos PAXgene (PreAnalytiX, Hombrechtikon, Suíça) para extração 
de RNA e análise de expressão gênica e 10 mL em dois tubos contendo EDTA (Becton 
Dickinson, Franklin Lakes, EUA) para extração de DNA e análise de metilação.   
As extrações de DNA e RNA foram realizadas por meio dos kits Gentra Puregene 
(Qiagen, Germantown, EUA) e PAXGene blood RNA (Qiagen) de acordo com as instruções 
do fabricante. 
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As amostras extraídas de DNA e RNA foram quantificadas por meio do aparelho 
NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer (Nanodrop, Wilmington, EUA). As razões entre os 
comprimentos de onda 260/230 e 260/280 foram verificadas para estimar a qualidade do 
material extraído. Adicionalmente, a integridade do RNA extraído foi estimada por meio de 
gel de agarose 1%, em que também foi verificada uma possível contaminação com DNA 
genômico. As amostras de DNA e RNA foram armazenadas a -20C e -80C, 
respectivamente. 
3.1.5 Análise de expressão gênica  
A expressão gênica foi medida por PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) em tempo 
real quantitativo. Entretanto, devido à aquisição de novos equipamentos e à verba de 
projetos diferentes, a análise foi realizada por meio de duas técnicas diferentes: Superarray 
– RT2 Profiler™ PCR Array System (Qiagen) e TLDA (TaqMan® Low Density Array) (Life 
Technologies), descritas a seguir. 
3.1.5.1 RT2 Profiler™ PCR Array System  
Inicialmente, o RNA extraído foi convertido a cDNA utilizando-se o kit RT2 First Strand 
(Qiagen). Para tanto, 600 ng de RNA foram adicionados a 2 µL de Buffer GE em um volume 
final de 10 µL. A mistura foi incubada a 42C por 5 minutos e em seguida a 4C por pelo 
menos 1 minuto. A ela, foi adicionado um coquetel que continha 4 µL de 5x Buffer BC3, 1 
µL de Control P2, 2 µL de RE3 Reverse Transcriptase e 3 µL de Rnase-free water. A mistura 
de 20 µL foi incubada a 42C por 15 minutos, seguido de 95C por 5 minutos. Após essa 
incubação, o cDNA foi diluído em água, completando um volume de 111 µL. Um total de 
300-600 ng (50-100 µL) do cDNA foi misturado ao 2x RT2 SYBR Green Mastermix (Qiagen) 
e água, e 25 µL dessa mistura foram adicionados a cada poço de uma placa de 96 poços 
de PCR array (CAPH10883 ou PAHS-060, descrição a seguir), que continha iniciadores 
(primers) liofilizados para determinados genes. Em seguida essas placas foram submetidas 
à amplificação no aparelho 7500 Fast PCR Real-Time System (Life Technologies). Dessa 
forma, a detecção da expressão gênica foi realizada por meio do corante SYBR® Green, 
que intercala moléculas de DNA dupla fita e emite fluorescência proporcional à quantidade 
de DNA amplificado durante a PCR. 
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O princípio dessa técnica envolve primeiramente a escolha de uma placa de PCR 
array, que contém os iniciadores liofilizados específicos de cada gene. A companhia Qiagen 
disponibiliza a opção de placas catalogadas, que permitem a escolha da via, mas não a 
inclusão ou exclusão de genes, ou de placas customizadas, em que o pesquisador pode 
selecionar os genes que deseja investigar, entretanto o custo é mais elevado.  
Inicialmente, optamos por uma placa de PCR array catalogada que contem iniciadores 
para 84 genes de receptores e reguladores de neurotransmissores (PAHS-060), cuja 
relação pode ser visualizada na Figura 2 e no site: 
http://www.sabiosciences.com/rt_pcr_product/HTML/PAHS-060A.html. Nesta placa 
também estão contidos iniciadores para cinco genes endógenos (B2M, HPRT1, RPL13A, 
GAPDH e ACTB), necessários para normalização dos dados pelo método de Ct (threshold 
cycle) comparativo, além de controles que avaliam a presença de DNA genômico 
contaminante (HGDC – Human Genomic DNA Control), a qualidade do RNA utilizado (RTC 
– Reverse Transcription Control) e a eficiência da reação (PPC – Positive PCR Control).  
 
Figura 2. Esquema da placa PAHS-060. Em cada placa é aplicada a amostra de um 
indivíduo. A placa contem 84 iniciadores para genes de receptores e reguladores de 
neurotransmissores (em azul), cinco para genes endógenos (em vermelho), além de 
controles que avaliam a presença de DNA genômico contaminante (HGDC – Human 
Genomic DNA Control, em verde), a qualidade do RNA utilizado (RTC – Reverse 
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Transcription Control, em amarelo) e a eficiência da reação (PPC – Positive PCR Control, 
em roxo). 
 
Dada a função tecido específica cerebral destes genes, esperávamos que parte deles 
não apresentasse expressão em níveis detectáveis no sangue periférico. Dessa forma, em 
um estudo piloto, realizamos um rastreamento em dez pacientes PEP antes e após o 
tratamento, e em nove controles de forma a identificar os genes cuja expressão seria 
detectável em sangue periféricopor meio dessa técnica ((Ota et al, 2013d), Anexo 2).  
Após esse rastreamento, optamos por excluir 48 dos 84 genes cuja expressão não foi 
detectável em sangue ou por não estarem diretamente envolvidos em vias relacionadas à 
psicose ou ao efeito de antipsicóticos. Desta forma, foi possível customizar uma nova placa 
de PCR array (CAPH10883), que incluiu os 36 genes que apresentaram amplificação em 
tecido periférico e mais alguns genes consistentemente envolvidos no 
neurodesenvolvimento (BDNF e NRG1) ou na via dopaminérgica (TACR3 e TH), totalizando 
40 genes alvos (Figura 3), além dos mesmos cinco genes endógenos e de controles de 
reação. Assim, reduzimos pela metade o número de genes investigados e, ao invés de 
aplicar uma amostra por placa PAHS-060 (Figura 2), passamos a aplicar duas amostras por 
placa CAPH10883 (Figura 3).   
 




Figura 3. Esquema da placa CAPH10883. Em cada placa são aplicadas duas amostras. Ela 
contém 40 iniciadores para genes relacionados à neurotransmissão ou 
neurodesenvolvimento (em azul), cinco para genes endógenos (em vermelho), além de 
controles que avaliam a presença de DNA genômico contaminante (HGDC – Human 
Genomic DNA Control, em verde), a qualidade do RNA utilizado (RTC – Reverse 
Transcription Control, em amarelo) e a eficiência da reação (PPC – Positive PCR Control, 
em roxo). 
 
Após a corrida de cada placa, foi gerada uma curva de amplificação para cada gene 
(Figura 4).  




Figura 4. Resultado do PCR array (PAHS-060) de uma amostra, em que podem ser 
observados o threshold estabelecido em 0,1 e as curvas de amplificação dos 84 genes de 
receptores e reguladores de neurotransmissores, dos cinco genes endógenos e dos outros 
controles presentes na placa. 
 
Para a análise, o valor de threshold foi estabelecido em 0,1 (Figura 4), acima do sinal 
background, como recomendado pelo fabricante. Esse mesmo threshold foi estabelecido 
para todos os genes e controles das placas PAHS-060 e CAPH10883 e também entre as 
diferentes placas. Todos os valores de Ct dos controles da reação (PPC, RTC e HGDC) 
ficaram próximos ao esperado: a) Reprodutibilidade do PCR array: CtPPC = 20±2; b) 
Eficiência da transcriptase reversa: Média (CtRTC) - Média (CtPPC) < 5; c) Contaminação com 
DNA genômico: CtHGDC > 35. 
Para cada amostra em cada gene, os valores de Ct foram calculados (Ctgene alvo – MG 
Ctendógeno; MG: Média Geométrica dos Ct dos cinco endógenos). Todos os genes que 
apresentaram Ct>35 foram excluídos. Em seguida, os valores de ∆Ct foram inseridos no 
programa Statistical Product and Service Solutions (SPSS) v. 18.0 (IBM Corporation, 
Armonk, EUA) para a aplicação dos testes estatísticos. 
 
3.1.5.2 TaqMan® Low Density Array (TLDA) 
Devido à aquisição recente do aparelho ViiATM 7 Real-Time PCR System (Life 
Technologies) com bloco TLDA (TaqMan® Low Density Array), foi possível incorporar ao 
projeto uma técnica que apresenta maior sensibilidade e especificidade e menor custo por 
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reação do que as placas RT2 Profiler™ PCR Array. Embora essa técnica seja a mesma já 
utilizada (PCR em Tempo Real), o sistema de detecção é diferente. Enquanto a RT2 
Profiler™ PCR Array utiliza a detecção por intercalantes de DNA (no caso SybrGreen®), o 
TLDA utiliza a detecção pelo sistema Taqman® (com sondas de hidrólise marcadas). 
O ensaio TaqMan® consiste em sondas conjugadas na extremidade 5’ com um 
fluorocromo (reporter) e na extremidade 3’ com uma molécula quencher, que absorve a 
fluorescência do reporter pela proximidade física entre os dois. Quando a enzima Taq 
polimerase adiciona nucleotídeos a fita-molde, ela encontra a sonda hibridada e, por sua 
propriedade de exonuclease 5’3’, cliva os nucleotídeos da sonda liberando o reporter que, 
distante do quencher, emite fluorescência. A fluorescência emitida é proporcional à 
quantidade de cDNA amplificado durante a PCR. 
Na técnica d TLDA são utilizados cartões customizados pela Life Tehnologies (Custom 
TaqMan® Array Cards) que se assemelham às placas de 384 poços e permitem a 
investigação de 12 a 384 transcritos por ensaios de expressão TaqMan® para 1 a 8 
amostras.  
Para a realização do experimento, o RNA extraído foi convertido a cDNA utilizando-se 
o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Life Technologies). Para tanto, 400 ng de 
RNA foram diluídos em água totalizando 10 µL em que foi adicionada uma mistura contendo 
2 µL de 10X RT Buffer, 0,8 µL de 25X dNTP mix, 2 µL de 10X RT Random Primers, 1 µL de 
MultiScribeTM Reverse Transcriptase, 1 µL de RNase Inhibitor e 3,2 µL de água. A mistura 
de 20 µL foi incubada a 25C por 10 minutos, 37C por 120 minutos, 85C por 5 minutos e 
mantida a 4C. O cDNA foi armazenado em freezer -20C até o uso. 
Um total de 55 µL de cDNA diluído em água, contendo de 20-100 ng do cDNA, foram 
misturados com 55 µL de TaqMan® Universal Master Mix (Life Technologies). Dessa 
mistura, foram aplicados 100 µL em uma das portas do cartão TLDA 24 (Figura 5). Cada 
cartão contém 8 portas, representando amostras diferentes (Figura 5). Assim, o processo 
foi repetido para sete amostras mais um controle negativo por cartão que foram aplicadas 
em cada porta do TLDA 24. Esse cartão permite a análise de 24 genes, sendo 1 deles o 
controle 18S, em duplicatas e para oito amostras, aplicadas em cada porta (24 x 2 x 8 = 384 
poços). Os genes avaliados se encontram no Quadro 1. 




Figura 5. Layout TLDA 24. Custom TaqMan® Array Cards utilizados com a tecnologia TLDA 
mostrando a possibilidade de interrogar 23 genes e 1 controle (CTL, o 18S) em duplicata e 
para 8 amostras utilizando um único cartão. 
 
Os ensaios dos genes incluídos no cartão TLDA 24 encontram-se descritos no Quadro 
1 e foram selecionados com base nos seguintes critérios: 
1. Genes com expressão em sangue periférico: Para esta seleção foi utilizado o site 
GeneCards (www.genecards.org) que compila dados provenientes de expressão gênica por 
meio de microarray (através do database BioGPS), de RNAseq (sequenciamento de 
transcritos por meio da plataforma Illumina) e SAGE (Serial Analysis of Gene Expression);  
2. Genes com participação na neurotransmissão, na maquinaria de miRNA, na 
mielinização, na neuroplasticidade e no metabolismo de neurotransmissores, para 
futuramente correlacionar com outras variáveis investigadas, como Neuroimagem, 
Neuropsicologia e análises de biomarcadores periféricos e proteínas. 
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Quadro 1. Genes que foram analisados utilizando os cartões TLDA 24 da Figura 5. 
Neurodesenvolvimento Nome Ensaio 
LIS1 ou PAFAH1B1 
Platelet-activating factor acetylhydrolase 1b, regulatory subunit 1 
(45kda) 
Hs00181182_m1 
NDEL1 Nude nuclear distribution E homolog (A. Nidulans)-like 1 Hs00229366_m1 
DISC1 Disrupted in schizophrenia 1 Hs00257791_s1 
UFD1L Ubiquitin fusion degradation 1 like (yeast) Hs00799945_s1 
Metabolismo de NT / 
Antipsicótico 
Nome Ensaio 
DGCR2 Digeorge syndrome critical region gene 2 Hs00192970_m1 
GAD1 Glutamate decarboxylase 1 (brain, 67kda) Hs00247564_m1 
COMT Catechol-O-methyltransferase Hs02511558_s1 
MAOA Monoamine oxidase A Hs00165140_m1 
SLC6A3 ou DAT 
Solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter, dopamine), 
member 3 
Hs00997364_m1 
Maquinaria de miRNA Nome Ensaio 
DROSHA Drosha, ribonuclease type III Hs00203008_m1 
DGCR8 Digeorge syndrome critical region gene 8 Hs00256062_m1 
DICER1 Dicer 1, ribonuclease type III Hs00229023_m1 
Mielinização Nome Ensaio 
PLP1 Proteolipid protein 1 Hs00166914_m1 




BDNF Brain-derived neurotrophic factor Hs03805848_m1 
NRG1 Neuregulin 1 Hs00247620_m1 
TNF Tumor necrosis fator Hs01113624_g1 
Interleucinas Nome Ensaio 
IL6 Interleukin 6 Hs00985639_m1 
IL2 Interleukin 2 Hs00174114_m1 
Endocanabinóide Nome Ensaio 
CNR1 Cannabinoid receptor 1 (brain) Hs01038522_s1 
AKT1 V-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 Hs00178289_m1 
Genes endógenos Nome Ensaio 
GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Hs02786624_g1 
ACTB Actin, beta Hs01060665_g1 
18S 18S Hs99999901_s1 
 
O cartão foi então centrifugado a 1200 rpm por duas vezes de 1 minuto em uma 
centrífuga específica, selado e colocado no aparelho ViiATM 7 Real-Time PCR System.  
A quantificação da expressão foi obtida a partir do cálculo do ΔCrt (relative threshold), 
no qual a média dos Crts das replicatas é subtraído da média da expressão dos genes 
endógenos. O valor de Crt difere do Ct (baseline threshold), pois é calculado para cada 
curva, e não mais para todas as curvas do gene (Figura 6), corrigindo variações que podem 
ocorrer em reações com volume muito baixo, como nos cartões TLDA. Para todas as 
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comparações optamos por utilizar a média geométrica dos genes GAPDH e ACTB para 
normalizar os dados e calcular os valores de Crt. 
 
 
Figura 6. Resultado do Custom TaqMan® Array de um cartão, analisando 24 genes, em 
duplicatas para 8 amostras, as 384 curvas de amplificação são modificadas ao se escolher 
o método de Crt (relative threshold). 
 
Entretanto, semelhantemente às placas de RT2 Profiler™ PCR Array, alguns genes 
selecionados tiveram uma baixa ou nenhuma amplificação detectável em sangue periférico, 
levando-nos a excluí-los da amostra. Esses genes foram: IL2, IL6, BDNF, GAD1, MAOA, 
NRG1, PLP1 e SLC6A3. Além disso, algumas amostras não apresentavam uma 
consistência entre as duplicatas, levando à exclusão da amostra da análise. Logo, optamos 
por aumentar para três replicatas (permitindo a exclusão de uma delas com um desvio muito 
alto) e assim, modificamos o desenho do cartão para o TLDA 16 (Figura 7), em que 
avaliamos 16 genes, em triplicata para 8 amostras (16 x 3 x 8 = 384 poços). 




Figura 7. Layout TLDA 16. Custom TaqMan® Array Cards utilizados com a tecnologia TLDA 
mostrando a possibilidade de interrogar 13 genes alvos e 3 endógenos em triplicata e para 
8 amostras utilizando um único cartão. 
 
3.1.6 Análise de metilação de DNA 
Para o estudo de metilação dos genes que apresentaram diferença na expressão, a 
técnica escolhida foi o sequenciamento de DNA modificado por bissulfito de sódio. 
Primeiramente, as amostras de DNA foram tratadas pelo EpiTect Bisulfite Kit (Qiagen), 
que possibilita a conversão de citosinas não metiladas em uracila pelo bissulfito de sódio, 
enquanto que as citosinas metiladas são resistentes a essa mudança e permanecem em 
estado de citosinas (Figura 8).  
Em seguida, os produtos convertidos por bissulfito de sódio foram analisados 
utilizando o método de sequenciamento. Para tanto, os iniciadores foram desenhados para 
as ilhas CpG em regiões promotoras dos genes utilizando os programas MethPrimer 
(http://www.urogene.org/methprimer) e Methyl Primer Express (Life Technologies). Uma ilha 
CpG foi definida como a presença de pelo menos 50% de conteúdo GC. As sequências 
selecionadas localizavam-se nas 600 pb antes do primeiro éxon, com base nas anotações 
genômicas disponíveis no Ensembl Genome Browser (http://www.ensembl.org/index.html). 
Para o gene GCH1, os iniciadores utilizados foram: 5’-TTTTTGGTTTGAAGAGGGG-3’ 
(forward) e 5’-ACCACAAACTAAAAAACCC-3’ (reverse). A representação da região 
amplificada após a conversão com o EpiTect Bisulfite Kit está na Figura 8. 




Figura 8. Região do gene GCH1 amplificada após a conversão com o EpiTect Bisulfite Kit, 
que modifica as citosinas (C) não-metiladas para uracilas e mantém as citosinas metiladas 
como C. Após as etapas da PCR, as uracilas são substituídas por timinas (T). Em negrito 
está representada a região dos iniciadores, em vermelho estão representados os sítios CpG 
interrogados, e em azul está representado o número do sítio CpG. Em azul também estão 
representados os sítios de reconhecimento de fatores de transcrição. CCAAT: CCAAT box; 
CRE: cAMP response element; Sp1: binding site of transcription factor Sp1; TATA: TATA 
box; Adaptado de Bodzioch et al, 2011 (Bodzioch et al, 2011).Y = Citosina ou Timina; A = 
adenina; G = guanina. 
 
A PCR foi realizada com 2,5 µL de 10X Buffer Platinum, 1,5 µL de dNTP (10mM), 0,76 
µL de MgCl2 (100 mM), 2 µL de cada iniciador (10 mM), 0,3 µL de Taq Platinum (Life 
Technologies), 2 µL de DNA, e completando para 25 µL com água. O produto final de 348 
pb foi avaliado em gel de agarose 1,5% para verificar a amplificação e, posteriormente, 
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purificado com o Qiaquick Gel Extraction kit (Qiagen) de acordo com as instruções do 
fabricante.  
Em seguida, cada produto purificado foi inserido no vetor pGEM®-T Easy Vector 
(Promega, Madison, EUA), que possui como marca de seleção a resistência a ampicilina 
(Ampr) e como controle de ligação o gene da -galactosidase (lacZ) (Figura 9). Para tanto, 
foram misturados 5 µL de 2X Rapid Ligation Buffer, 1 µL de pGEM-T Easy Vector, 1 µL de 
T4 DNA ligase, 20 ng do produto de PCR e completamos com água para 10 µL, seguido de 
incubação a 4C por 16 horas. 
 
 
Figura 9. Vetor pGEM®-T Easy de 3015 pb, que contém marca de seleção a resistência a 
ampicilina (Ampr) e como controle de ligação o gene da -galactosidase (lacZ) 
 
A inserção do vetor contendo o inserto em uma bactéria foi realizada por meio da 
transformação por choque térmico para desestabilizar a membrana das bactérias DA10B 
competentes. Para tanto, misturamos o produto da ligação com 75 µL de meio TBF1 e. em 
seguida, adicionamos em 100 µL de bactérias DA10B competentes. Incubamos em gelo por 
30 minutos e, em seguida, à temperatura ambiente por 10 minutos. Adicionamos ao meio 1 
mL de meio SOC e incubamos a 37C com agitador por 1 hora. Os tubos foram 
centrifugados durante 5 minutos a 3000 rpm e o sobrenadante descartado. As bactérias 
foram plaqueadas em meio LB com ágar, ampicilina, X-gal e IPTG e armazenadas em estufa 
a 37ºC por 18 horas. Em seguida, dez colônias brancas, contendo as bactérias que não 
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expressam lacZ, cujo gene foi interrompido pela inserção do fragmento de PCR, foram 
selecionadas e inseridas em meio LB líquido contendo ampicilina. Após 16 horas, foi 
realizada a extração de DNA dos plasmídeos das colônias transformadas por Miniprep 
caseira. 
Para tanto, transferimos 1,5 mL de meio com bactéria para um tubo e centrifugamos a 
12000 rpm por 2 minutos. Descartamos o sobrenadante e ressuspendemos o sobrenadante 
em 100 µL de solução I contendo 1 µL de RNase. A mistura foi incubada por 10 minutos e, 
em seguida foram adicionados 200 µL de solução II (lise). Misturamos e após 5 minutos 
adicionamos 200 µL de solução III (neutralização). Misturamos, incubamos em gelo por 15 
minutos e centrifugamos a 12000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi preservado e 
pipetado em tubos novos. Adicionamos 300 µL de isopropanol gelado e centrifugamos a 
12000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e 500 µL de etanol 70% gelado 
foram adicionados. Centrifugamos a 12000 rpm por 10 minutos e descartamos o 
sobrenadante. O precipitado foi ressuspendido em 20 µL de água e armazenado em freezer 
-20C até o sequenciamento. 
Para a reação de sequenciamento foi utilizado o BigDyeTM Terminator v.3.0 Cycle 
Sequencing Ready Reaction kit (Life Technologies) de acordo com as instruções do 
fabricante com algumas modificações. Brevemente, foi preparada uma mistura contendo 1 
L de Big Dye v.3.1. (2,5x) (Applied Biosystems, Foster City, EUA), 3 L do iniciador T7 (1 
M), 3 L de Tampão Big Dye (5x), 1,5 L de água e 1,5 L dos produtos da Miniprep, 
totalizando 10 L de reação. As amostras foram submetidas à seguinte ciclagem: 96ºC por 
5 minutos, 35 ciclos de 96ºC por 20 segundos, 46ºC por 10 segundos (rampa 17%) e 60ºC 
por 4 minutos. Em seguida, para cada reação foram adicionados 40 L de isopropanol 65%. 
Após 15 minutos de incubação, a placa foi centrifugada a 2250 g por 45 minutos a 4C. O 
sobrenadante foi descartado e 150 L de etanol 60% foram adicionados em cada poço. A 
placa foi centrifugada a 2250 g por 15 minutos a 4C e o sobrenadante foi descartado.  
Após a placa ficar seca, foram adicionados 12 L de formamida (Life Technologies) e 
foi iniciada a desnaturação a 95ºC por 3 minutos. A placa foi resfriada por 3 minutos em gelo 
e analisadas em sequenciador ABI prism 3100 Genetic Analyzer (Life Technologies) do 
Centro de Terapia Celular e Molecular (CTCMol) da UNIFESP.  
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Por fim, para a análise dos dados foram utilizandos os softwares DNAMan (Lynnon 
Biosoft, San Ramon, EUA) e BiQ Analyzer (Bock et al, 2005), para o cálculo da porcentagem 
de metilação em cada sítio CpG presente nos fragmentos. 
 
3.1.7 Análise Estatística 
Os resultados obtidos em relação aos diferentes parâmetros foram submetidos a 
testes estatísticos adequados. Para comparação entre casos e controles quanto à 
expressão gênica e metilação do DNA foram realizados testes paramétricos (teste t-Student) 
ou não-paramétricos (teste Mann-Whitney) de acordo com a distribuição normal da amostra. 
Para avaliar a resposta ao tratamento, foram utilizados testes pareados paramétricos (teste 
t pareado) ou não-paramétricos (teste Wilcoxon). A análise dos dados foi realizada com o 
auxílio dos softwares Excel e SPSS v.18.0 (IBM).  
Para os genes diferencialmente expressos, fizemos algumas análises adicionais: a) 
correlacionamos os valores de Ct e as variáveis clínicas como PANSS, CGI, GAF e CDSS 
por meio de correlação de Pearson; b) verificamos diferenças entre os grupos controle e 
após o tratamento por meio de teste t-Student; c) verificamos se os valores de Ct antes do 
tratamento estavam associados com resposta por meio de regressão logística; d) 
verificamos se existia interação entre o tempo (antes e após o tratamento) e a resposta por 
meio de General Linear Model (GLM) com medidas repetidas; e e) avaliamos diferenças 
entre os grupos controle, respondedores e não respondedores (valores de Ct após o 
tratamento) por meio de uma análise de variância (ANOVA de uma via) utilizando o post-
hoc de Bonferroni. 
Os dados foram submetidos à correção de Bonferroni para múltiplas comparações. O 
índice de significância adotado para todos os testes foi de 0,05. 
 




Para o estudo I analisamos 73 pacientes em PEP, 64 após uma reavaliação de 9,82 ± 
3,34 semanas de tratamento, nove após 13,33 ± 3,61 meses; e 73 controles cujos dados 
descritivos estão representados na Tabela 1. 
 






PEP T2M PEP T1A Controles p-value 
Gênero (masculino : 
feminino) 
45:28 41:23 5:4 42:31 
0,613a 
Idade; média de anos 
(DP) 













47,18 (11,86) 32,35 (7,35) 24,40 (4,41)  
<0,001b 
PANSS total; média 
(DP) 
96,11 (20,70) 6,96 (17,03) 52,00 (7,38)  
<0,001b 
GAF; média (DP) 31,86 (10,58) 55,82 (14,82) 72,20 (7,53)  <0,001b 
CGI; média (DP) 4,89 (0;70) 3,33 (1,10) 2,60 (1,14)  <0,001b 
CDSS; média (DP) 5,18 (5,24) 2,34 (4,13) 0,80 (1,30)  0,004b 
a: comparando PEP e controles; b: comparando PEP antes e após o tratamento; DP: Desvio 
Padrão; PEP: Pacientes em primeiro episódio psicótico; T2M: após 2 meses de tratamento; 
T1A: após 1 ano de tratamento; PANSS: Positive and Negative Syndrome Scale; CGI: Clinical 
Global Impression Scale; GAF: Global Assessment of Functioning Scale; CDSS: Calgary 
Depression Scale for Schizophrenia 
 
Não foram encontradas diferenças entre gênero e idade entre pacientes e controles. Para 
todas as variáveis clínicas (PANSS, GAF, CGI e CDSS) foi observada uma melhora entre o 
paciente avaliado antes do tratamento e após a administração de risperidona. Essa melhora foi 
principalmente significante nos sintomas positivos (PANSS positiva) e menos nos negativos 
(PANSS negativa), refletindo o fato de que os antipsicóticos atuam melhor nos sintomas 
positivos da esquizofrenia.  
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3.2.1 Análise de expressão  
Devido à independência das técnicas de análise de expressão gênica e aos diferentes 
valores de expressão gênica (Ct ou Crt), os resultados foram separados de acordo com 
a técnica adotada.  
3.2.2 RT2 Profiler™ PCR Array System 
Embora um estudo piloto com placas catalogadas tivesse sido realizado para um 
rastreamento de genes que apresentavam expressão detectável em sangue pela técnica de 
PCR em tempo real, apenas 11 dos 40 genes alvos da placa customizada apresentaram 
expressão de moderada a alta nesse tecido. Além disso, um deles (TPH1) foi excluído pela 
presença de múltiplos picos de melting, sugerindo a amplificação de outras regiões além do 
alvo, o que poderia interferir na análise. Dessa forma, apenas 10 genes alvos foram 
considerados para a análise de expressão. 
Assim, os valores de ∆Ct foram inseridos no banco de dados do SPSS e analisados 
por meio de teste t-student (comparando PEP x controle) e teste t pareado (comparando o 
paciente antes x após o tratamento). Os resultados dessas análises e os valores de Fold 
change estão representados nas Tabelas 2 e 3. 
 
3.2.2.1 Análise de expressão: PEP x controle 
Na análise da expressão gênica, dois genes (TACR2 e GCH1) apresentaram 
diferenças significantes na comparação da expressão gênica entre PEP e controles. 
Entretanto, após a correção de Bonferroni para múltiplas comparações, em que o nível de 
significância é corrigido pelo número de testes independentes realizados (p<0,005), apenas 
o gene GCH1 permaneceu significantemente diferente entre grupos, estando hipoexpresso 
no grupo PEP quando comparado ao controle (Tabela 2).  
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Tabela 2. Genes analisados na placa customizada CAPH10883 e os resultados do teste t-
student (comparando PEP vs. controle), bem como valores de Fold change (grupo controle 
como referência). 
Gene Média Ct do PEP (DP) 





ABAT 6,57 (0,62) 6,74 (0,63) 1,096 0,151 
TSPO 2,51 (0,62) 2,68 (0,77) 1,085 0,239 
CHRNB1 8,38 (0,50) 8,34 (0,42) 0,943 0,682 
CHRNE 9,49 (0,67) 9,42 (0,58) 0,918 0,539 
COMT 5,06 (0,46) 5,02 (0,37) 0,946 0,687 
GABRR2 9,19 (0,79) 9,43 (0,69) 1,137 0,118 
GCH1 5,38 (0,42) 5,10 (0,45) 0,798 0,002** 
GCHFR 6,58 (0,50) 6,49 (0,44) 0,909 0,330 
TACR2 9,33 (0,68) 9,03 (0,60) 0,847 0,024* 
NRG1 7,37 (0,98) 7,53 (1,12) 1,078 0,460 
PEP: Primeiro Episódio Psicótico; DP: desvio padrão; *: p<0,05; **genes que mantiveram 
diferenças significantes após a correção de múltiplas comparações (p<0,005) 
 
3.2.2.2 Análise de expressão: PEP antes x após o tratamento 
Em relação ao tratamento, embora três genes estivessem diferencialmente expressos 
(GCHFR, COMT e GABRR2) apenas um gene apresentou diferenças de expressão após a 
correção de Bonferroni, sendo o GABRR2 hipoexpresso após o tratamento (Tabela 3).  
 
Tabela 3. Genes analisados na placa customizada CAPH10883 e os resultados do teste t 
pareado (comparando o paciente antes vs. após o tratamento), bem como valores de Fold 
change (grupo PEP antes do tratamento como referência). 
Gene 
Média Ct do PEP antes 
do tratamento (DP) 
Média Ct do PEP após 




ABAT 6,55 (0,62) 6,61 (0,61) 0,969 0,596 
TSPO 2,48 (0,63) 2,49 (0,59) 1,019 0,925 
CHRNB1 8,37 (0,50) 8,26 (0,31) 1,088 0,181 
CHRNE 9,48 (0,69) 9,54 (0,67) 0,963 0,572 
COMT 5,08 (0,47) 4,93 (0,47) 1,093 0,045* 
GABRR2 9,26 (0,82) 9,75 (0,69) 0,679 0,001** 
GCH1 5,37 (0,43) 5,31 (0,34) 1,054 0,424 
GCHFR 6,57 (0,51) 6,34 (0,43) 1,180 0,015* 
TACR2 9,34 (0,66) 9,29 (0,72) 1,028 0,597 
NRG1 7,41 (0,9) 7,45 (0,96) 0,946 0,708 
PEP: Primeiro Episódio Psicótico; DP: desvio padrão; *: p<0,05; **genes que mantiveram a 
significância à correção de múltiplas comparações (p<0,005) 
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3.2.2.3 Análises adicionais 
Os genes diferencialmente expressos em ambas as análises (GCH1 e GABRR2), 
foram submetidos a algumas análises adicionais: a) correlacionar os valores de Ct e as 
variáveis clínicas como PANSS, CGI, GAF e CDSS; b) verificar diferenças entre os grupos 
controle e após o tratamento; c) verificar se os valores de Ct antes do tratamento estavam 
associados com resposta por meio de regressão logística; d) verificar a existência de 
interação entre o tempo (antes e após o tratamento) e a resposta por meio de GLM com 
medidas repetidas; e e) avaliar diferenças entre os grupos controle, respondedores e não 
respondedores (valores de Ct após o tratamento) por meio de uma ANOVA utilizando o 
post-hoc de Bonferroni. A resposta ao tratamento foi definida como redução em 50% do 
escore da PANSS, como relatado na seção de Métodos. 
Quando correlacionamos os valores de Ct de GCH1 e GABRR2 e as características 
clínicas da PANSS, CDSS, CGI e GAF, antes do tratamento e após o tratamento, não 
observamos nenhuma correlação significante após a correção para múltiplas comparações 
de Bonferroni (p<0,003) (Tabelas 4 e 5).  
 
Tabela 4. Resultados da correlação de Pearson entre os valores de Ct e as variáveis 
clínicas antes do tratamento. 

































PANSS: Positive and Negative Syndrome Scale; PANSSp: valores totais da PANSS positiva; 
PANSSn: valores totais da PANSS negativa; PANSSpg: valores totais da PANSS de 
psicopatologia geral; PANSSt: valores totais da PANSS; CDSS: Calgary Depression Scale for 
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Tabela 5. Resultados da correlação de Pearson entre os valores de Ct e variáveis clínicas 
após o tratamento. 

































PANSS: Positive and Negative Syndrome Scale; PANSSp: valores totais da PANSS positiva; 
PANSSn: valores totais da PANSS negativa; PANSSpg: valores totais da PANSS de 
psicopatologia geral; PANSSt: valores totais da PANSS; CDSS: Calgary Depression Scale for 
Schizophrenia; CGI: Clinical Global Impression Scale; GAF: Global Assessment of Functioning 
Scale. *p<0,05 
 
A expressão do gene GCH1 não foi significantemente alterada após a administração 
de antipsicóticos (Fold change = 1,054; p = 0,424). Adicionalmente, ao realizarmos um teste 
t-Student, inserindo o grupo como variável independente (controle ou PEP após o 
tratamento) e os valores de Ct de GCH1 como dependente, observamos uma diferença 
comparando os grupos após o tratamento e controle (p=0,016), sendo que o nível de 
expressão de GCH1 no grupo após o tratamento é intermediário entre o grupo controle e o 
grupo antes do tratamento (Figura 10). Quanto ao tratamento, não observamos uma 
associação entre resposta ao tratamento e os valores de Ct de GCH1 (Figura 10) utilizando 
a regressão logística (p=0,535), o GLM de medidas repetidas (p=0,920) e a ANOVA com 
post-hoc de Bonferroni (p=0,200). 
 




Figura 10. Gráfico dos resultados das comparações entre grupos quanto à expressão de 
GCH1. Valores de Ct são inversamente proporcionais à expressão gênica. a:valor de p 
para o teste t; b: valor de p para o teste ANOVA, seguido de post-hoc Bonferroni; PEP: 
primeiro episódio psicótico. 
 
A expressão do gene GABRR2 também diferiu quando comparamos o grupo controle 
e o após o tratamento (p=0,023). Ao separarmos os grupos quanto à resposta, não 
observamos uma associação entre os valores de Ct antes do tratamento e o grupo por 
regressão logística (p=0,604). Também não observamos uma interação entre o tempo e a 
resposta por GLM de medidas repetidas (p=0,305). Entretanto, foi observada uma diferença 
na expressão de GABRR2 ao compararmos o grupo respondedor e controle, bem como 
grupo não-respondedor e controle, utilizando a ANOVA com post-hoc Bonferroni (Figura 
11).  




Figura 11. Gráfico dos resultados das comparações entre grupos quanto à expressão de 
GABRR2. Valores de Ct são inversamente proporcionais à expressão gênica. a:valor de p 
para o teste t; b: valor de p para o teste ANOVA, seguido do post-hoc Bonferroni; c: valor de 
p para o teste t pareado; PEP: primeiro episódio psicótico. 
 
3.2.3 TaqMan® Low Density Array  
Como relatado anteriormente, 8 dos 21 genes alvos iniciais foram excluídos por 
apresentarem baixa expressão em sangue periférico por meio da técnica de TLDA. Assim, 
13 genes foram considerados para a análise de expressão por TLDA. 
Os valores de ∆Crt foram inseridos no banco de dados do SPSS e analisados por meio 
de teste t-student (comparando PEP x controle) e teste t pareado (comparando o paciente 
antes x após o tratamento). Os outliers foram removidos e os dados que não apresentaram 
distribuição normal foram transformados em log. Os resultados dessas análises e os valores 
de Fold change estão representados nas Tabelas 6, 7 e 8. 
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3.2.3.1 Análise de expressão: PEP x controle 
Na análise da expressão gênica, quatro genes (DISC1, DROSHA, MBP e NDEL1) 
apresentaram diferenças significantes na comparação entre PEP e controles. Após a 
correção de Bonferroni para múltiplas comparações (p<0,0038), os genes MBP e NDEL1 
permanecem significantes, estando ambos superexpressos no grupo PEP quando 
comparado ao controle (Tabela 6).  
 
Tabela 6. Genes analisados na placa TLDA e os resultados do teste t-Student (comparando 
PEP vs. controle), bem como valores de Fold change (grupo controle como referência). 
Gene 
N Média Crt do 
PEP (DP) 
N Média Crt do 
controle (DP) 
Fold change p-value 
AKT1 72 4,39 (0,30) 71 4,38 (0,25) 0,993 0,881 
CNR1 33 11,39 (0,85) 31 11,09 (1,29) 0,812 0,263 
COMT 67 5,69 (0,31) 73 5,60 (0,32) 0,940 0,081 
DGCR2 70 4,46 (0,31) 72 4,46 (0,30) 1 0,946 
DGCR8 63 7,20 (0,47) 71 7,08 (0,42) 0,920 0,130 
DICER1 71 5,51 (0,36) 72 5,61 (0,32) 1,072 0,086 
DISC1 45 8,57 (0,67) 52 8,28 (0,50) 0,818 0,017* 
DROSHA 64 6,76 (0,50) 66 6,58 (0,43) 0,883 0,032* 
MBP 47 8,36 (0,71) 48 8,81 (0,67) 1,366 0,002** 
NDEL1 69 3,81 (0,37) 73 4,01 (0,32) 1,149 0,001** 
PAFAH1B1 70 4,79 (0,27) 72 4,77 (0,22) 0,986 0,725 
TNF 62 7,09 (0,43) 68 7,05 (0,38) 0,973 0,632 
UFD1L 71 7,44 (0,42) 70 7,42 (0,40) 0,986 0,781 
N: tamanho da amostra; PEP: Primeiro Episódio Psicótico; DP: desvio padrão; *: p<0,05; 
**genes que mantiveram a significância após a correção para múltiplas comparações (p<0,005) 
 
3.2.3.2 Análise de expressão: PEP antes x após o tratamento 
Em relação ao tratamento, três genes mostraram-se diferencialmente expressos 
(DGCR2, DROSHA e NDEL1), entretanto após a correção de Bonferroni, nenhum manteve as 
diferenças estatisticamente significantes (Tabela 7).  
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Tabela 7. Genes analisados na placa TLDA e os resultados do teste t pareado (comparando 
o paciente antes vs. após o tratamento), bem como valores de Fold change (grupo PEP 
antes do tratamento como referência). 
Gene 
N Média Crt do 
PEP antes do 
tratamento 
(DP) 
Média Crt do 
PEP após o 
tratamento (DP) 
Fold change p-value 
AKT1 62 4,38 (0,31) 4,35 (0,25) 1,021 0,513 
CNR1 18 11,31 (0,76) 11,28 (0,84) 1,021 0,896 
COMT 58 5,68 (0,30) 5,60 (0,28) 1,057 0,112 
DGCR2 61 4,44 (0,31) 4,58 (0,32) 0,908 0,008* 
DGCR8 45 7,19 (0,44) 7,09 (0,39) 1,072 0,240 
DICER1 61 5,50 (0,36) 5,52 (0,35) 0,986 0,626 
DISC1 28 8,57 (0,75) 8,55 (0,79) 1,014 0,911 
DROSHA 53 6,76 (0,51) 6,61 (0,38) 1,110 0,035* 
MBP 26 8,35 (0,70) 8,49 (0,57) 0,908 0,250 
NDEL1 59 3,80 (0,36) 3,91 (0,35) 0,927 0,027* 
PAFAH1B1 60 4,78 (0,27) 4,79 (0,23) 0,993 0,752 
TNF 49 7,11 (0,41) 7,03 (0,38) 1,057 0,278 
UFD1L 61 7,43 (0,41) 7,42 (0,39) 1,007 0,954 
N: Número amostral; PEP: Primeiro Episódio Psicótico; DP: desvio padrão; *: p<0,05; **genes 
que mantiveram a significância após a correção para múltiplas comparações (p<0,005) 
 
Também comparamos a expressão destes genes de forma pareada entre os pacientes 
antes e após dois meses e um ano de tratamento utilizando um GLM com medidas repetidas e 
considerando três fatores (tempos). Entretanto, também não encontramos significância 
estatística (Tabela 8). 
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Tabela 8. Genes analisados na placa TLDA e os resultados do GLM de medidas repetidas 
(para três tempos). 
Gene 
N Média Crt 
do PEP 
antes (DP) 
Média Crt do 





AKT1 9 4,34 (0,12) 4,34 (0,23) 4,44 (0,28) 0,595 
CNR1 2 12,11 (0,21) 10,23 (1,31) 11,63 (1,25) --- 
COMT 9 5,74 (0,36) 5,59 (0,32) 5,59 (0,40) 0,371 
DGCR2 9 4,57 (0,32) 4,51 (0,27) 4,62 (0,72) 0,932 
DGCR8 6 7,36 (0,54) 7,21 (0,33) 6,82 (0,62) 0,172 
DICER1 9 5,36 (0,13) 5,57 (0,23) 5,11 (0,60) 0,080 
DISC1 6 8,57 (0,82) 8,01 (0,92) 8,04 (1,00) 0,553 
DROSHA 7 6,72 (0,45) 6,79 (0,23) 6,34 (0,63) 0,235 
MBP 3 8,56 (0,62) 8,31 (0,28) 8,45 (0,65) 0,573 
NDEL1 9 3,65 (0,33) 3,84 (0,33) 3,78 (0,44) 0,451 
PAFAH1B1 8 4,68 (0,23) 4,67 (0,12) 4,65 (0,18) 0,952 
TNF 9 7,18 (0,41) 7,22 (0,27) 7,17 (0,56) 0,942 
UFD1L 9 7,37 (0,46) 7,19 (0,25) 7,17 (0,79) 0,565 
N: Número amostral; PEP: Primeiro Episódio Psicótico; DP: desvio padrão; T2M: após 2 meses 
de tratamento; T1A: após 1 ano de tratamento. Para o gene CNR1 não foi possível calcular o 
valor de p, pois apenas duas amostras apresentaram amplificação. 
 
3.2.3.3 Análises adicionais 
Para os genes diferencialmente expressos (MBP e NDEL1), foram realizadas algumas 
análises adicionais: a) verificar a existência de uma correlação entre a expressão desses 
dois genes; b) correlacionar os valores de Ct e as variáveis clínicas como PANSS, CGI, 
GAF e CDSS; c) verificar diferenças entre os grupos controle e após o tratamento; d) 
verificar se os valores de Ct antes do tratamento estão associados com resposta por meio 
de regressão logística; e) verificar se existe interação entre o tempo (antes e após o 
tratamento) e a resposta por meio de GLM com medidas repetidas; e f) avaliar diferenças 
entre os grupos controle, respondedores e não respondedores (valores de Crt após o 
tratamento) por meio de uma ANOVA utilizando o post-hoc de Bonferroni. 
Para correlacionar os genes MBP e NDEL1 utilizamos a correlação de Pearson. Os 
resultados estão descritos na Tabela 9. Observamos que existe uma forte correlação 
positiva entre esses dois genes, justificando os resultados semelhantes (p=1,9x10-5; 
r=0,428). Após dois meses de tratamento, observamos que essa correlação tornou-se ainda 
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mais forte (p=1,9x10-5; r=0,642), contudo após 1 ano, ela não se manteve (p=0,187; 
r=0,484).  
 
Tabela 9. Correlação de Pearson entre os Crt dos genes MBP e NDEL1 (para três tempos). 
 MBP antes NDEL1 
antes 






















































T2M: após 2 meses de tratamento; T1A: após 1 ano de tratamento; r: coenficiente de 
correlação. 
 
Quando correlacionamos os valores de Ct de MBP e NDEL1 e as variáveis clínicas 
PANSS, CDSS, CGI e GAF antes do tratamento e após o tratamento, não observamos 
nenhuma correlação significante após a correção para múltiplas comparações de Bonferroni 
(p<0,003) (Tabelas 10 e 11).  
 
Tabela 10. Resultados da correlação de Pearson entre os valores de Ct e variáveis clínicas 
antes do tratamento. 
Gene  PANSSp PANSSn PANSSpg PANSSt CDSS CGI GAF 






























PANSS: Positive and Negative Syndrome Scale; PANSSp: valores totais da PANSS positiva; 
PANSSn: valores totais da PANSS negativa; PANSSpg: valores totais da PANSS de 
psicopatologia geral; PANSSt: valores totais da PANSS; CDSS: Calgary Depression Scale for 
Schizophrenia; CGI: Clinical Global Impression Scale; GAF: Global Assessment of Functioning 
Scale.  
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Tabela 11. Resultados da correlação de Pearson entre os valores de Ct e variáveis clínicas 
após o tratamento. 
Gene PANSSp PANSSn PANSSpg PANSSt CDSS CGI GAF 






























PANSS: Positive and Negative Syndrome Scale; PANSSp: valores totais da PANSS positiva; 
PANSSn: valores totais da PANSS negativa; PANSSpg: valores totais da PANSS de 
psicopatologia geral; PANSSt: valores totais da PANSS; CDSS: Calgary Depression Scale for 
Schizophrenia; CGI: Clinical Global Impression Scale; GAF: Global Assessment of Functioning 
Scale; *: p<0,05. 
 
A expressão do gene MBP (Fold change = 0,908; p = 0,250) não pareceu sofrer 
alteração após a administração de antipsicóticos (T8S: p=0,250; T1A: p=0,712). 
Comparando os grupos PEP após o tratamento e controle, encontramos diferenças apenas 
após 1 ano, em que foi encontrado um aumento da expressão de MBP após um ano (T8S: 
p=0,144; T1A: p=0,030; Figura 12), quando comparado com controle.  
Por outro lado, apesar de não permanecer significante após a correção de Bonferroni, 
é possível observar uma redução nos níveis de NDEL1 (Fold change = 0,927; p = 0,027). 
Concordando com isso, não observamos diferenças entre o grupo controle e o grupo PEP 
após o tratamento (T8S: p=0,068; T1A: p=0,058; Figura 13).  
Quanto ao tratamento, não observamos uma associação entre resposta ao tratamento 
e os valores de Crt (Figuras 12 e 13), pela regressão logística (MBP: p=0,680; NDEL1: 
p=0,650), por GLM de medidas repetidas (MBP: p=0,985; NDEL1: p=0,887) e pelo teste 
ANOVA com post-hoc de Bonferroni (MBP: p=0,985; NDEL1: p=0,887). As médias para 
cada grupo estão representadas nas Figuras 12 e 13. 




Figura 12. Gráfico dos resultados das comparações entre grupos quanto à expressão de 
MBP. Valores de Crt são inversamente proporcionais à expressão gênica. a: valor de p 
para o teste t; PEP: primeiro episódio psicótico; T1A: após 1 ano de tratamento. 
 
 
Figura 13. Gráfico dos resultados das comparações entre grupos quanto à expressão de 
NDEL1. Valores de Crt são inversamente proporcionais à expressão gênica. a: valor de p 
para o teste t; b: valor de p para o teste t pareado; PEP: primeiro episódio psicótico; T1A: 
após 1 ano de tratamento. 
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3.2.4 Análise epigenética - metilação de DNA 
Para o estudo epigenético, realizamos apenas a análise do gene GCH1 para pacientes 
virgens de tratamento e controles. O gene GABRR2 não foi analisado quanto à metilação, 
pois não apresentava ilhas CpG na região promotora que antecedia o primeiro éxon. A 
análise de metilação de DNA para os genes avaliados pelo método TLDA não estava 
prevista para o auxílio, dessa forma, os genes MBP e NDEL1 não foram avaliados quanto 
a essa modificação epigenética. Obtivemos dados de 49 pacientes em PEP virgens de 
tratamento e 49 controles para 37 sítios CpG do gene GCH1. Para cada sítio CpG de cada 
amostra, foi calculada a média de metilação observada entre os 8-10 clones sequenciados; 
e estas médias foram comparadas entre grupos. Amostras com menos de 8 clones 
sequenciados foram excluídas. 
O fragmento sequenciado localiza-se na região promotora do gene GCH1 e apresenta 
múltiplos sítios de ligação para fatores de transcrição (Bodzioch et al, 2011). Assim, para 
comparar os valores de metilação entre os grupos (PEP ou controle), utilizamos o teste 
Mann-Whitney, considerando com variáveis dependentes: a média da metilação dos 37 
sítios CpG, a média entre os sítios CpG19 e CpG37 (região mais rica em sequências de 
ligação de fatores de transcrição; Figura 8) e cada sítio individualmente. 
Quatro sítios CpG (CpG13, CpG15, CpG16, CpG21), a média de todos os CpG e a 
média entre CpG19-CpG37 mostraram-se hipermetilados em PEP quando comparados aos 
controles (Tabela 12). Entretanto, após a correção para múltiplas comparações nenhum 
dado permaneceu significante.  
 
Tabela 12. Média de metilação de cada sítio CpG analisado para o gene GCH1 para cada 
grupo. Os valores de p foram calculados pelo teste Mann-Whitney. 
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Sítio CpG  
Média de metilação 
no controle (DP) 
Média de metilação 
no PEP (DP) 
p-value  
CpG1 0,023 (0,056) 0,032 (0,057) 0,325 
CpG2 0,029 (0,058) 0,023 (0,047) 0,728 
CpG3 0,029 (0,055) 0,032 (0,052) 0,737 
CpG4 0,013 (0,034) 0,024 (0,053) 0,343 
CpG5 0,019 (0,045) 0,033 (0,053) 0,102 
CpG6 0,025 (0,044) 0,040 (0,069) 0,303 
CpG7 0,029 (0,052) 0,019 (0,050) 0,144 
CpG8 0,037 (0,064) 0,028 (0,051) 0,558 
CpG9 0,017 (0,040) 0,024 (0,055) 0,726 
CpG10 0,019 (0,050) 0,034 (0,058) 0,097 
CpG11 0,012 (0,033) 0,019 (0,045) 0,520 
CpG12 0,030 (0,052) 0,040 (0,059) 0,374 
CpG13 0,014 (0,041) 0,031 (0,052) 0,041* 
CpG14 0,012 (0,033) 0,027 (0,050) 0,106 
CpG15 0,009 (0,030) 0,027 (0,045) 0,020* 
CpG16 0,012 (0,034) 0,035 (0,053) 0,017* 
CpG17 0,030 (0,059) 0,031 (0,056) 0,695 
CpG18 0,023 (0,048) 0,037 (0,070) 0,385 
CpG19 0,033 (0,053) 0,040 (0,065) 0,743 
CpG20 0,019 (0,041) 0,034 (0,060) 0,284 
CpG21 0,021 (0,042) 0,051 (0,063) 0,008* 
CpG22 0,010 (0,037) 0,021 (0,047) 0,141 
CpG23 0,018 (0,044) 0,043 (0,071) 0,066 
CpG24 0,025 (0,048) 0,034 (0,054) 0,255 
CpG25 0,027 (0,055) 0,023 (0,043) 0,907 
CpG26 0,023 (0,043) 0,029 (0,051) 0,579 
CpG27 0,037 (0,081) 0,038 (0,051) 0,225 
CpG28 0,019 (0,040) 0,027 (0,050) 0,443 
CpG29 0,031 (0,047) 0,031 (0,063) 0,490 
CpG30 0,028 (0,056) 0,033 (0,056) 0,518 
CpG31 0,026 (0,064) 0,029 (0,050) 0,420 
CpG32 0,019 (0,045) 0,030 (0,059) 0,351 
CpG33 0,016 (0,043) 0,034 (0,062) 0,105 
CpG34 0,033 (0,052) 0,027 (0,046) 0,630 
CpG35 0,039 (0,065) 0,048 (0,066) 0,419 
CpG36 0,025 (0,044) 0,042 (0,068) 0,251 
CpG37 0,013 (0,035) 0,030 (0,058) 0,107 
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Média de todos CpGs 0,023 (0,011) 0,032 (0,015) 0,002* 
Média dos CpG19 –CpG37 0,024 (0,013) 0,034 (0,017) 0,005* 
N: Número amostral; DP: desvio padrão; PEP: primeiro episódio psicótico; MW: teste Mann-
Whitney; *p<0,05 
  




O uso de pacientes virgens de tratamento na busca de marcadores para a patogênese 
da esquizofrenia reduz o viés do efeito do antipsicótico na expressão gênica e permite 
investigar a influência desses medicamentos na doença. De Jong et al. (2012), investigando 
a expressão de milhares de genes em sangue periférico de portadores de esquizofrenia por 
meio de arrays, identificaram 12 módulos de co-expressão gênica associados com a 
doença. Entretanto, muitos deles pareciam refletir o efeito de antipsicóticos e apenas dois 
módulos foram replicados em uma amostra de 29 pacientes sem tratamento e 40 controles. 
Um deles apresentava um enriquecimento em genes expressos no cérebro, incluindo o gene 
COMT. Assim, o fato de 10 dos 12 módulos não estarem associados na amostra de 
replicação indica que a medicação antipsicótica parece ter grandes efeitos na expressão 
gênica em sangue, e assim, esse fator deve ser considerado nesse tipo de estudo (de Jong 
et al, 2012), ressaltando o valor do presente estudo.  
Os achados do estudo até o momento são originais e as funções biológicas dos genes 
concordam com a patogênese da doença e com o mecanismo de ação dos antipsicóticos. 
O gene GCH1 apresentou-se subexpresso e os genes MBP e NDEL1 superexpressos em 
PEP quando comparado ao grupo controle. Já a comparação entre pacientes antes e após 
o tratamento identificou uma subexpressão do gene GABRR2 após a administração de 
antipsicóticos. Essa diferença parece se acentuar quando comparamos os pacientes que 
responderam ao tratamento aos controles. 
A discussão de cada gene encontra-se abaixo. 
3.3.1 GCH1 (GTP cyclohydrolase 1) 
Quanto ao gene GCH1, encontramos uma redução de expressão significativa, em 
pacientes PEP virgens de tratamento quando comparados aos controles. Embora não 
significante após a correção para múltiplas comparações, observamos uma correlação 
negativa entre a expressão gência e as escalas PANSS de psicopatologia geral e a PANSS 
total. Isso indica que quanto menor a expressão, mais sintomas (pior sintomatologia), 
corroborando os resultados da comparação entre casos e controles, em que foi encontrada 
uma menor expressão de GCH1 nos pacientes em PEP. Quanto à análise de epigenética, 
foram encontrados quatro sítios hipermetilados, além de um aumento da média da metilação 
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dos 37 sítios e da média entre os CpG19-CpG37 em PEP. Isso concorda com os dados de 
expressão, uma vez que geralmente uma hipermetilação no promotor do gene está 
associada a uma redução de expressão do gene. Contudo, após a correção de Bonferroni, 
esses resultados não foram significantes. 
Além disso, observamos que se compararmos os dados de controles e pacientes após 
o tratamento, eles tendem à significância, indicando que a expressão de GCH1 poderia 
servir como um marcador de traço e não apenas de estado. Isso também sugere que a 
administração de antipsicóticos atenue a diferença de expressão desse gene, mostrando a 
importância da avaliação de pacientes virgens de tratamento. 
O gene GCH1 contém seis éxons e codifica uma enzima que controla uma etapa 
limitante para a biossíntese de tetrahidrobiopterina (BH4). O BH4 é um cofator essencial 
para a fenilalanina hidroxilase, a tirosina hidroxilase, o triptofano hidroxilase e o óxido nítrico 
sintase, que por sua vez estão envolvidos na produção de dopamina, serotonina e óxido 
nítrico (Figura 14), além de participar na liberação de glutamato. Sabe-se que esses quatro 
neurotransmissores estão envolvidos na patogênese da esquizofrenia (Figura 15), o que 
ressalta a importância dos nossos achados com o gene GCH1.   
 
Figura 14. Envolvimento do GCH1 na biossíntese da dopamina, serotonina e óxido nítrico. 
GCH1, GTP ciclohidrolase 1; PTPS, 6-piruvoil-tetrahidropterina sintase; SR, sepiapterina 
redutase; TH, tirosina hidroxilase; TPH, triptophano hidroxilase; PAH, fenilalanina hidroxilase; 
NOS, óxido nítrico sintase. Adaptado de Sadahiro et al, 2011 (Sadahiro et al, 2011). 
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Estudos in vivo mostraram que camundongos deficientes em Gch1 apresentavam 
menores níveis de BH4, dopamina, serotonina e norepinefrina no cérebro (Hyland et al, 
2003) e de óxido nítrico no plasma (Lam et al, 2007). 
Mutações no gene GCH1 podem levar à Distonia Responsiva à Levodopa (DRD), 
também conhecida como síndrome de Segawa, e também a outros sintomas como uma 
deficiência intelectual grave, convulsões, tônus muscular e movimentos anormais (Kim et 
al, 2008). Pacientes com DRD também apresentam diversos sintomas psicológicos, como 
depressão e transtorno obsessivo-compulsivo (Doehring et al, 2008; Gordon, 2008), 
sugerindo uma participação do gene GCH1 nas funções mentais e no comportamento. 
Entretanto, apesar de parecer ter um papel biológico fundamental em vias envolvidas na 
esquizofrenia, apenas um estudo (Kealey et al, 2005) investigou esse gene em distúrbios 
psicóticos. Kealey et al (2005), por meio de um estudo de ligação e de associação gene-
candidato, relataram a presença de um locus de suscetibilidade para distúrbio bipolar na 
região 14q22-24 e sugeriram o gene GCH1, como candidato. 
Além disso, outro fator que sugere a participação do GCH1 na patogênese da 
esquizofrenia é a observação de que esse gene, em ratos, parece ser controlado pelo fator 
de transcrição ATF4 (Kapatos et al, 2000), que por sua vez se liga ao DISC1 (Disrupted in 
schizophrenia 1) (Morris et al, 2003), uma proteína amplamente investigada em 
esquizofrenia e que participa no neurodesenvolvimento (Carter, 2007). 
Já o envolvimento do BH4 nos distúrbios psiquiátricos é mais investigado do que o 
envolvimento de GCH1. Déficits nos níveis plasmáticos de biopterina (uma medida de BH4) 
já foram observados em pacientes com esquizofrenia, doença esquizoafetiva e distúrbio 
bipolar (Richardson et al, 2007). Além disso, Choi & Tarazi (2010) sugeriram que o BH4 
pode representar o elo que conecta as disfunções dopaminérgicas, serotoninérgicas e 
glutamatérgicas envolvidas na fisiopatologia da esquizofrenia (Figura 15) (Choi , Tarazi, 
2010).  




Figura 15. Hipótese da deficiência de BH4 na esquizofrenia; TH, tirosina hidroxilase; TPH, 
triptophano hidroxilase; PAH, fenilalanina hidroxilase; NOS, óxido nítrico sintase; NO, óxido 
nítrico; DA, dopamina; 5-HT, serotonina; NMDA, N-methyl-D-aspartate; Glu, glutamato. 
Adaptado de Choi & Tarazi, 2010 (Choi , Tarazi, 2010). 
 
Apesar da relevância dos nossos resultados, serão necessários outros estudos para 
que possamos afirmar que esses achados em sangue refletem uma hipofunção das vias 
dopaminérgicas, serotoninérgicas e glutamatérgicas em cérebro, uma vez que a ativação 
também depende da região cerebral. Além disso, devemos considerar a complexidade da 
neurotransmissão cerebral, além das correlações entre sangue-cérebro. Considerando 
apenas os estudos de expressão em sangue, diversos trabalhos relataram uma 
superexpressão de genes dopaminérgicos e serotoninérgicos (Wang et al, 2010a; Buttarelli 
et al, 2011; Liu et al, 2013b); e assim, permitem o levantamento de uma hipótese alternativa 
em que a hipoexpressão de GCH1 poderia ser um reflexo de uma hiperfunção 
dopaminérgica por meio de um feedback negativo.  
Além da via BH4, outro mecanismo que pode estar envolvido na relação entre o gene 
GCH1 e a esquizofrenia é a interação entre as enzimas GCH1 e VLCAD (very long-chain 
acyl-CoA dehydrogenase) em mitocôndrias (Du et al, 2012a). Alterações em VLCAD estão 
associadas com a produção de estresse oxidativo e espécies reativas de oxigênio 
(Kabuyama et al, 2010). Du et al. (2012) sugeriram que, uma vez que essas duas enzimas 
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estão associadas, GCH1 também pode regular o metabolismo de ácidos graxos e exercer 
um efeito protetor para reduzir o estresse oxidativo originado na mitocôndria, que por sua 
vez também parece estar alterado na esquizofrenia (Bitanihirwe , Woo, 2011).  
Dessa forma, o presente estudo identificou um gene muito pouco descrito como 
envolvido na patogênese de distúrbios psicóticos, embora tenha uma função importante e 
totalmente condizente com a patogênese dessas doenças. Assim, é possível que uma 
redução na expressão de GCH1 possa induzir déficits na síntese de BH4, levando à psicose, 
como indicado na Figura 15, e/ou também gerar mais estresse oxidativo via interação com 
VLCAD levando à maior suscetibilidade à doença. 
 
3.3.2 GABRR2 (gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, rho 2) 
Quanto ao gene GABRR2, encontramos uma redução de expressão significativa, em 
pacientes após o tratamento quando comparados a pacientes antes do tratamento. 
Interessantemente, quando comparamos respondedores, não-respondores e controles, 
observamos que os primeiros apresentam uma menor expressão de GABRR2 quando 
comparados aos controles. Essa diferença também ocorre entre os não-respondedores e 
controles, embora de forma menos acentuada. Além disso, parece existir uma correlação 
negativa entre os valores de Ct de GABRR2 e os escores da PANSS negativa, de 
psicopatologia geral e total após o tratamento com risperidona, embora esses dados não 
tenham se mantido significantes após a correção por Bonferroni. Isso parece indicar que os 
pacientes com menores níveis de GABRR2 em sangue apresentam sintomas menos graves 
e uma melhor resposta ao tratamento. 
Diversos estudos de neurociência básica e clínica sugerem uma função do GABA na 
patogênese da esquizofrenia (Du et al, 2008). Dentre os receptores de GABA, estão os 
GABA-A, que são receptores do tipo canal iônico formados por complexos pentaméricos 
formados pelas subunidades , , , , ,  e/ou  (Enoch, 2008). O gene GABRR2, 
localizado em 6q14, codifica a subunidade 2 do receptor GABA-A e é expresso no cérebro, 
em regiões como o cortex prefrontal, hipocampo e cerebelo (Boue-Grabot et al, 1998; 
Alakuijala et al, 2005). Polimorfismos nesse gene foram associados com dependência de 
álcool (Zhao et al, 2006) e autismo (Magri et al, 2006). 
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Poucos estudos têm sugerido o envolvimento de GABRR2 na psicose. Uma 
metanálise observou uma associação do polimorfismo rs12201676, localizado entre os 
genes GABRR1 e GABRR2 com a esquizofrenia e transtorno bipolar (Wang et al, 2010b). 
Adicionalmente, um outro polimorfismo localizado em GABRR2 (rs1570932) foi associado 
com um componente do fenótipo bipolar (sintomas psicóticos) (Breuer et al, 2011). Um 
estudo de expressão observou um aumento nos níveis de RNAm e proteína de GABRR2 
no cerebelo lateral de pacientes com transtorno bipolar quando comparados aos controles; 
e de apenas RNAm na região cerebral Brodmann area 9 (BA9) (Fatemi et al, 2013). Além 
disso, esse mesmo estudo observou um aumento nos níveis protéicos de GABRR2 em 
depressão maior, indicando que essas alterações em GABRR2 possam ser exclusivas de  
transtornos do humor, uma vez que eles não detectaram diferenças em pacientes com 
esquizofrenia. 
Assim, embora esses estudos indiquem uma participação desse gene em doenças 
mentais, nenhum trabalho além dos dois do nosso grupo investigou este gene quanto ao 
efeito de antipsicóticos (Ota et al, 2013; Ota et al, 2014).  
Embora a risperidona não apresente afinidade por receptores GABAérgicos, alguns 
estudos sugerem uma influência dos antipsicóticos sobre essa via (Gunne et al, 1984; 
Kikumoto et al, 1993; Grimm , See, 1998). Um estudo, avaliando os efeitos do tratamento 
com risperidona, observou uma redução nos níveis plasmáticos de GABA em portadores de 
esquizofrenia comparados com controles e uma diminuição não significante ao longo do 
tratamento (em diferentes tempos) (Cai et al, 2010b). Esses resultados sugerem que a 
risperidona pode reduzir os níveis de GABA, corroborando os nossos dados em que 
observamos uma redução da expressão de um receptor GABAérgico em sangue periférico.  
É possível que a conexão entre a administração da risperidona e a redução de 
expressão de GABRR2 também se dê por via do receptor de dopamina D2, que por sua 
vez, alteraria outros fatores subjacentes, como a beta-arrestina 1 e a CREB, como mostra 
a Figura 16. Entretanto, como a expressão de DRD2 é baixa em sangue periférico, não foi 
possível avaliá-la no presente estudo, embora ela pareça estar alterada em outros estudos 
(Kurian et al, 2011).   




Figura 16. Análise de redes pelo software Metacore. 
 
Quando comparamos os valores de Ct de GABRR2 após o tratamento entre PEP e 
controles, observamos que essa diferença se deve principalmente aos que respondem ao 
tratamento. Parece que os respondedores são os que apresentam níveis mais reduzidos de 
GABRR2. 
Embora não pareça haver uma correlação entre a dose da risperidona e os níveis de 
GABRR2 (p=0,509), é possível que apenas a administração deste antipsicótico por si leve 
a uma redução na expressão de GABRR2, alterando seus valores quando comparado tanto 
aos controles quanto à situação pré-tratamento. A menor expressão de GABRR2 indicaria 
uma boa resposta ao medicamento, podendo ser utilizado como um marcador de estado do 
paciente e de resposta ao tratamento. 
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3.3.3 Gene MBP (myelin basic protein) 
O gene MBP mostrou-se superexpresso em PEP virgens de tratamento quando 
comparados aos controles. Após dois meses de tratamento, os níveis de MBP reduziram, 
não sendo mais diferente entre casos e controles, embora a análise pareada não tenha sido 
estatisticamente significante (Tabela 7). Após um ano de tratamento, as médias de 
expressão de MBP pareceram retornar aos níveis pré-tratamento, sendo diferentes quando 
comparadas aos controles. Embora o tamanho amostral de pacientes após um ano de 
tratamento seja muito reduzido, esses achados poderiam indicar uma leve melhora após o 
início do tratamento. Porém, com a evolução da doença, os níveis de MBP retornam aos 
altos níveis dos pacientes em psicose antes do tratamento.  
No sistema nervoso central (SNC) da maioria dos vertebrados, os oligodendrócitos 
revestem os axônios neuronais com extensões da sua membrana plasmática para formar a 
bainha de mielina, a qual melhora a comunicação neuronal ao aumentar a velocidade de 
propagação de impulso. Diversas proteínas são encontradas na mielina, sendo a MBP 
(Muller et al, 2013) a segunda proteína mais abundante na mielina do SNC, após a proteína 
PLP (não expressa em nossa amostra), compreendendo 30% da proteína total (Boggs, 
2006). Sugere-se que defeitos no isolamento de mielina podem levar à redução da 
propagação de impulsos nervosos, comprometendo funções neuronais e gliais (Martins-de-
Souza, 2011). 
A MBP é essencial para a formação da mielina do SNC, sendo referida como a 
“molécula executiva da mielina” (Boggs, 2006), uma vez que camundongos Shiverer e ratos 
long evans shaker, que apresentam mutações e deleções no gene, apresentam uma 
hipomielinização no SNC e morrem precocemente (Readhead , Hood, 1990; Kwiecien et al, 
1998). Ela encontra-se ligada à superfície citosólica da membrana do oligodendrócito. 
Devido à sua carga positiva, a MBP associa-se com os fosfolipídios oligodendrogliais (com 
carga negativa), auxiliando na compactação das membranas da mielina (Muller et al, 2013). 
A MBP é transportada do citoplasma para as regiões distais do oligodendrócito por meio de 
microtúbulos na forma de RNAm, a tradução é reprimida durante esse transporte e iniciada 
em local e tempo específicos (Muller et al, 2013). Além disso, ela parece exercer outras 
funções como estruturais, ao interagir com proteínas do citoesqueleto e influenciar na sua 
agregação e polimerização (Dyer et al, 1994; Hill , Harauz, 2005; Hill et al, 2005), e nas vias 
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de sinalização (Smith et al, 2011), como a do cálcio, podendo assim estar envolvida no 
processo de morte celular (Iwata et al, 2013). 
A variedade de proteínas MBP no SNC é grande, uma vez que existem diversas 
variantes de splicing sendo expressas além de muitas modificações pós-traducionais na 
proteína. As MBPs mais encontradas no SNC são codificadas pelo gene MBP clássico. 
Entretanto outros transcritos relacionados à MBP também estão presentes na medula 
óssea, sangue e sistema imune, sendo derivados de um gene MBP longo (também 
conhecido como Golli-MBP) que contém três éxons adicionais a montante (upstream) dos 
éxons do gene MBP clássico (Marty et al, 2002). Assim, o splicing alternativo desse gene 
gera dois grupos de transcritos MBP, sendo que os RNAm Golli-MBP contém 3 exons únicos 
que não estão contidos no MBP clássico.  
O gene MBP humano localiza-se na região cromossômica 18q23 e sua sequência é 
altamente conservada em vertebrados (Harauz et al, 2004). Em estudos animais, ratos 
tratados com metanfetamina, uma substância que induz sintomas semelhantes aos 
sintomas positivos da esquizofrenia por um aumento na liberação de dopamina, apresentam 
um aumento na expressão de Mbp no córtex cerebral (Ouchi et al, 2005). Por outro lado, 
em outro modelo animal foi observado uma redução da expressão desse gene em cérebros 
de camundongos expostos ao vírus influenza na fase pré-natal, um modelo que apresenta 
alterações comportamentais associadas à esquizofrenia e autismo (Fatemi et al, 2005). 
Estudos de expressão de RNAm e proteínas em tecidos cerebrais post-mortem de 
diferentes regiões cerebrais sugerem que a MBP está reduzida em pacientes com 
esquizofrenia (Tkachev et al, 2003; Martins-de-Souza et al, 2009a; Martins-de-Souza et al, 
2009b; Parlapani et al, 2009; Martins-de-Souza, 2010; Matthews et al, 2012). Além disso, a 
MBP é um marcador conhecido para doenças neurodegenerativas, tais como esclerose 
múltipla (Lieberman, 1999), mostrando a importância do seu papel em doenças mentais.  
Em tecido periférico, reduções nos níveis de MBP no soro de portadores de 
esquizofrenia já foi relatado anteriormente (Xiong et al, 2014), embora outros estudos não 
tenham encontrado diferenças signicantes (Steiner et al, 2006). 
Em um estudo combinando dados genômicos, dados de expressão gênica e dados 
funcionais buscando identificar genes candidatos para a esquizofrenia, o gene MBP 
apresentou destaque (Ayalew et al, 2012). Nesse estudo, Ayalew et al. (2012) usaram dados 
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publicados de GWAS, integrando com dados de expressão gênica em tecidos humanos 
(provenientes de cérebro post-mortem, células neuronais derivadas de células tronco 
pluripotentes induzidas e sangue), dados de expressão em modelos animais, além de outros 
dados genéticos (como CNVs).  
Entretanto, como referido nos próprios trabalhos (Martins-de-Souza et al, 2009b), o 
problema de se estudar tecidos post-mortem em esquizofrenia é lidar com o fato de que os 
pacientes que têm um longo tempo de doença apresentam maior comprometimento e 
longos períodos de tratamento com antipsicóticos. Por exemplo, Sugai et al. (2004), 
utilizando arrays de cDNA em amostras de macacos cinomolgos, observaram que o 
tratamento por 3 meses com haloperidol influenciava a expressão de genes relacionados à 
glia, de resposta ao estresse e de receptores e enzimas de neurotransmissores (Sugai et 
al, 2004). Além disso, Narayan et al. (2007), por meio de análise de hibridação in situ em 
camundongos, observaram que a expressão de MBP diminuiu em diferentes regiões 
cerebrais com a administração de haloperidol (Narayan et al, 2007). Assim, os dados que 
observaram uma redução de expressão de MBP poderiam estar associados mais ao 
tratamento do que à doença em sí. Desta forma, como ressaltado neste estudo, uma das 
vantagens em se estudar tecido periférico é a possibilidade de coletar amostras de forma 
prospectiva e antes da administração de antipsicóticos. 
Contudo, estudos de expressão gênica em sangue apresentaram resultados 
controversos, o que pode ser devido à expressão diferencial entre as isoformas (Tkachev et 
al, 2003; Matthews et al, 2012). Gutierrez-Fernandez et al. (2010), por exemplo, 
investigaram a expressão de MBP por PCR em tempo real em sangue de: 34 pacientes em 
PEP virgens de antipsicótico com diagnóstico de esquizofrenia, dos quais 20 foram 
avaliados após um ano de tratamento; 19 pacientes em PEP virgens de antipsicótico com 
diagnóstico de transtorno bipolar, dos quais 12 foram reavaliados após um ano de 
tratamento, e 45 controles saudáveis, e não identificaram diferenças significantes na 
expressão deste gene ao comparar os grupos (Gutierrez-Fernandez et al, 2010).  
Dois estudos de microarray em amostras de sangue observaram diferenças opostas 
na expressão de MBP. Um deles investigou 8 portadores de esquizofrenia, 12 irmãos não-
afetados destes portadores e 12 controles, e observou uma redução da expressão em MBP 
comparando portadores da doença com controles, e também comparando os irmãos não-
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afetados e controles (Glatt et al, 2011). Mais semelhante ao nosso estudo, Kumarasinghe 
et al. (2013) investigaram 10 pacientes com esquizofrenia virgens de tratamento e 
observaram um aumento na expressão de MBP nos casos quando comparados a 11 
indivíduos saudáveis, sendo que após 6-8 semanas de tratamento com risperidona ou 
haloperidol ela retornou aos níveis observados nos controles (Kumarasinghe et al, 2013). 
Nosso estudo corrobora parcialmente esses achados, uma vez que também encontramos 
um aumento na expressão de MBP em PEP quando comparado aos controles. Entretanto, 
embora tenhamos encontrado diferenças na expressão deste gene após 1 ano de 
tratamento, não encontramos diferenças quando analisamos os pacientes em um período 
mais curto, após 2 meses de tratamento. 
Além disso, encontramos uma redução na expressão de DISC1, um gene associado 
à esquizofrenia em múltiplos estudos. Ele foi o terceiro gene mais significante em nossas 
análises, embora não tenha mantido sua significância estatística após a correção para 
múltiplas comparações. Recentemente, Hattori et al. (2014) observaram que a expressão 
de DISC1 regula a diferenciação dos oligodendrócitos. A superexpressão de DISC1 em 
células precursoras de oligodendrócitos de ratos levou a uma redução nos níveis de RNAm 
e proteína de MBP e CNP. Paralelamente, a hipoexpressão de DISC1, ou a superexpressão 
de DISC1 truncada (que exerce uma função dominante negativa, competindo com a forma 
original) gerava um aumento de CNP e MBP (Hattori et al, 2014). Isso é condizente com os 
nossos achados, em que encontramos relações opostas entre a MBP (fold change= 1,366) 
e DISC1 (fold change= 0,818). 
 
3.3.4 Gene NDEL1 (nudE neurodevelopment protein 1-like 1) 
Encontramos uma correlação positiva entre a NDEL1 e a MBP, indicando que o 
aumento na expressão encontrada em PEP pode refletir um possível processo comum, ou 
funções convergentes, como a relação desses genes com o neurodesenvolvimento. A 
expressão da NDEL1 também mostrou-se aumentada em pacientes em PEP, diminuindo 
após o tratamento com risperidona e retornando aos níveis observados em controles.  
NDEL1 é uma proteína de 345 aminoácidos com uma sequência altamente 
conservada, sendo que homólogos foram identificados em espécies não mamíferas, tais 
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como fungos e peixes (Chansard et al, 2011). Dentre as funções da NDEL1 estão as suas 
participações na organização do citoesqueleto, transporte intracelular, tráfico de membrana, 
reações enzimáticas e sinalização celular (Liang et al, 2004; Nguyen et al, 2004; Shu et al, 
2004; Guerreiro et al, 2005; Hayashi et al, 2005; Guo et al, 2006; Kamiya et al, 2006; Liang 
et al, 2007; Mori et al, 2007; Shen et al, 2008; Shim et al, 2008; Toth et al, 2008; Yamada et 
al, 2008; Ma et al, 2009; Mori et al, 2009; Zhang et al, 2009). O gene NDEL1 localiza-se no 
cromossomo 17p13.1 e a expressão dele no cérebro humano é relativamente alta e estável 
ao longo do tempo (medido de 50 – 30000 dias, dados do Human Brain Transcriptome 
project (Kang et al, 2011)) (Bradshaw et al, 2013). As pesquisas sobre a NDEL1 foram 
intensificadas com a descoberta da sua interação com outras proteínas importantes para 
algumas doenças, tais como a LIS1 (Reiner, 2000; Reiner et al, 2002), uma proteína mutada 
na lisencefalia (uma doença que afeta o desenvolvimento cortical), e a DISC1, que, como 
citado anteriormente, tem sido fortemente associada a doenças mentais, principalmente 
esquizofrenia e transtorno bipolar. A LIS1 é codificada pelo gene PAFAH1B1, que não 
apresentou diferenças de expressão em nossa amostra, e a DISC1 pelo gene DISC1, que 
embora não diferente estatisticamente após a correção de Bonferroni, mostrou-se 
hipoexpressa em PEP quando comparado aos controles.  
Ao participar no remodelamento do citoesqueleto, a NDEL1 controla processos 
celulares chaves em células mitóticas (como a maturação do centrossomo, orientação das 
fibras do fuso e neurogênese) e em neurônios pós-mitóticos (como migração neuronal, 
crescimento de neuritos e manutenção neuronal). Esse papel da NDEL1 na proliferação e 
sobrevivência celular é sugerida pelo fato de que a perda completa de Ndel1 em 
camundongos knockout é letal e também porque existe uma falha de crescimento dos 
blastocistos que não expressam esse gene (Sasaki et al, 2005). Essas funções no 
transporte celular, mitose e migração neuronal também são parte do controle da atividade 
da dineína pelo complexo Lis1-Ndel1-Nde1. Essa regulação é muito tênue, sendo que 
modificações pós-traducionais podem gerar grandes efeitos. Por exemplo, a fosforilação da 
NDEL1 é requerida para a função e migração neuronal (Niethammer et al, 2000; Toyo-oka 
et al, 2003; Taya et al, 2007) assim como para o ciclo celular (Toyo-Oka et al, 2005; Mori et 
al, 2007), e a palmitoilação de NDEL1 interfere na atividade da dineína, controlando a 
migração neuronal (Shmueli et al, 2010).  
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Ao longo da maturação cerebral, a expressão de Ndel1 parece aumentar 
progressivamente (Niethammer et al, 2000), indicando um papel importante da proteína em 
neurônios em diferenciação. Além disso, estudos que induziram a redução dos níveis desta 
proteína, observaram defeitos na migração cortical (Shu et al, 2004; Sasaki et al, 2005; 
Toyo-Oka et al, 2005; Youn et al, 2009), semelhante aos neurônios com expressão reduzida 
de Lis1, levando a um afinamento do córtex (Toyo-Oka et al, 2005). Devido ao seu 
envolvimento com a organização do citoesqueleto, a NDEL1 também é importante para o 
crescimento de neuritos e dentre as proteínas que interagem com NDEL1 para esse 
processo está a DISC1. A DISC1 foi primeiramente caracterizada como um gene rompido 
pela translocação balanceada entre os cromossomos 1 e 11, t(1;11)(q42;q14), que 
cossegregava com os sintomas de esquizofrenia e transtorno bipolar em uma família 
escocesa (Millar et al, 2000). Essa translocação gera uma proteína DISC1 truncada sem 
uma porção da região C-terminal, levando à perda do domínio crítico de ligação com a 
NDEL1. A interação da DISC1 e NDEL1 é crítica para o crescimento de neuritos, sendo que 
a expressão delas está aumentada durante esse processo na diferenciação e a interferência 
na ligação entre elas suprime o crescimento (Ozeki et al, 2003; Kamiya et al, 2006). 
Além da participação no remodelamento do citoesqueleto, a NDEL1 também parece 
estar envolvida na sinalização intracelular da cascata AMP cíclico (AMPc) / proteína kinase 
A (PKA) (Millar et al, 2004; Murdoch et al, 2007; Collins et al, 2008) e da proteína kinase B 
(AKT) / glicogênio sintase kinase (GSK) (Kim et al, 2009), sendo que a interação entre 
NDEL1 e DISC1 parece ter envolvimento nestes processos.  
A NDEL1 é a mesma proteína que a endo-oligopeptidase A, inicialmente isolada do 
cérebro de coelhos devido a sua habilidade de inativar peptídeos bioativos como a 
bradicinina e neurotensina (Camargo et al, 1983). O sítio ativo da NDEL1 contém um resíduo 
de cisteína na posição 273, próximo ao sítio de ligação da DISC1 em 266/267. 
Interessantemente, a atividade enzimática da NDEL1 parece estar relacionada com o 
crescimento de neuritos, uma vez que a superexpressão da NDEL1 mutada sem atividade 
catalítica não é capaz de recuperar o fenótipo em células deficientes em NDEL1, ao 
contrário da não-mutada, embora ela ainda seja capaz de se ligar a DISC1, LIS1 e dineína. 
Isso indica a importância da atividade enzimática da NDEL1, que pode ser tão significante 
para o crescimento de neuritos quanto a sua mera interação com outras proteínas (Hayashi 
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et al, 2010). Entretanto, a atividade enzimática da NDEL1 é inibida pela DISC1(Hayashi et 
al, 2005) e tanto a interação DISC1-NDEL1 quanto a atividade de endooligopeptidase da 
NDEL1 são necessárias para o crescimento de neuritos. Hayashi et al. (2010) sugeriram 
que esta aparente discrepâcia poderia ser explicada por um processo de duas etapas, em 
que primeiro ocorreria uma interação entre DISC1 e NDEL1, que seria necessária para o 
transporte da NDEL1 para a sua localização subcelular; e em seguida ocorreria uma 
dissociação desse complexo, permitindo que a atividade enzimática da NDEL1 clive os 
substratos relevantes e contribua para a neuritogênese. Como mostrado anteriormente, 
identificamos uma redução da expressão de DISC1, embora não significante após a 
correção de Bonferroni, ao contrário da expressão de NDEL1 que se mostrou elevada em 
PEP.  
A atividade enzimática da NDEL1 parece clivar diversos neuropeptídos e dentre eles 
a neurotensina, que parece estar diminuída em portadores de esquizofrenia e aumentada 
em tratamento com antipsicóticos (Binder et al, 2001). Isso corrobora os nossos achados, 
uma vez que poderíamos sugerir que o aumento da expressão de NDEL1 em PEP poderia 
gerar uma redução de neurotensina, e o tratamento com risperidona poderia reduzir a 
expressão desse gene, gerando um aumento desse substrato.  
Quanto aos estudos genéticos, interações entre os genes DISC1 e NDEL1 já foram 
observadas, corroborando os achados a níveis proteicos, tendo sido associadas a fenótipos 
da esquizofrenia (Burdick et al, 2008; Nicodemus et al, 2010). Lipska et al. (2006) 
demonstraram que a expressão de NDEL1 estava reduzida no hipocampo de portadores de 
esquizofrenia (Lipska et al, 2006). Mais recentemente, um estudo mostrou uma atividade 
reduzida desta enzima em plasma de portadores de esquizofrenia crônica quando 
comparados a indivíduos saudáveis, sendo que os pacientes refratários ao tratamento 
apresentavam uma maior diminuição do que os não-refratários (Gadelha et al, 2013). 
Contudo, é importante destacar que Lipska et al. (2006) avaliaram tecidos cerebrais post-
mortem e Gadelha et al. (2013) investigaram a atividade enzimática da NDEL1 e não a 
expressão gênica. Ambos os resultados também podem ser causados pelo tratamento ou 
tempo de doença longos, uma vez que avaliaram pacientes com esquizofrenia crônica. Os 
nossos achados indicam uma redução na expressão de NDEL1 após o tratamento, 
sugerindo que a risperidona possa interferir nos níveis dessa proteína no sangue. A 
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avaliação da atividade enzimática de NDEL1 nos pacientes em PEP poderá auxiliar no 
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4 ESTUDO II: ANÁLISE FUNCIONAL DO GENE MBD5: 




Embora o foco da presente tese tenha sido a investigação da expressão gênica em 
PEP e esquizofrenia, o estudo das interações entre genes, principalmente relacionados ao 
neurodesenvolvimento, também era de nosso interesse, assim como o efeito funcional de 
um gene com expressão alterada na doença. Assim, de forma a complementar o estudo I, 
realizamos uma análise em linhagens de células progenitoras de neurônios de forma a 
compreender melhor o papel de determinados genes no neurodesenvolvimento. 
Para que futuramente seja possível realizar análises funcionais de genes 
diferencialmente expressos, como os observados nos estudos Ia e Ib em nosso laboratório 
no Brasil, a aluna realizou um período de doutorado sanduiche, onde aprendeu e realizou 
técnicas para análise funcional do gene MBD5 em células progenitoras neuronais no 
laboratório McGill Group for Suicide Studies da McGill University, Canadá, sob supervisão 
do Prof. Dr. Gustavo Turecki. Esta etapa do estudo foi realizada com Bolsa Estágio de 
Pesquisa no Exterior (BEPE): processo 2013/11781-3, e contou com a colaboração da Dra. 
Carolina Gigek, da Prof.a Dra Elizabeth Chen, e do Prof. Dr. Carl Ernst. 
 
4.2 Introdução 
Diversos genes implicados na esquizofrenia também foram associados a outras 
doenças do neurodesenvolvimento como autismo e deficiência intelectual, principalmente 
em estudos que investigaram variantes raras, tais como algumas CNVs (Kavanagh et al, 
2014). Isso sugere que mudanças sutis na dosagem gênica poderiam influenciar no 
neurodesenvolvimento (Malhotra , Sebat, 2012).  
Alguns estudos indicam que mutações em genes que interferem no crescimento do 
cérebro podem participar da etiologia dessas três doenças, uma vez que rearranjos nas 
regiões 1q21.1 e 16p11.2 parecem estar relacionados ao tamanho do cérebro, à 
esquizofrenia, autismo e deficiência intelectual (McCarthy et al, 2009; Malhotra , Sebat, 
2012; Ahn et al, 2014). 
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O gene MBD5 (methyl-CpG binding domain protein 5) vinha sendo estudado no grupo 
do Prof. Gustavo Turecki por três motivos: 1) ele parece estar associado à metilação de 
DNA, objeto de estudo no laboratório; 2) ele havia sido implicado em deficiência intelectual, 
epilepsia e doenças do espectro autista em um estudo anterior do grupo (Talkowski et al, 
2011); e 3) poucos estudos na literatura investigaram a função desse gene. 
Ao buscarmos pelo termo MBD5 no Pubmed, estavam disponíveis, no momento da 
busca (Dezembro de 2014), apenas 39 artigos, sendo que 19 deles associaram o gene a 
doenças do neurodesenvolvimento. Dentre estes estudos, 17 identificaram deleções ou 
mutações em MBD5 e dois observaram duplicações. Assim, o objetivo principal deste 
estudo foi identificar os efeitos da redução da expressão de MBD5 em células progenitoras 
de neurônios. 
A proteína MBD5 é um membro da família MBD (domínio de ligação a metil-CpG) 
caracterizado por uma região de 70 aminoácidos que parecem medear a associação a 
resíduos metilados. A família MBD é composta por MBD1-6 bem como a MeCP2, cujas 
mutações causam a síndrome de Rett (Amir et al, 1999), sendo que todos os membros 
dessa família compartilham os 70 aminoácidos do domínio MBD. Essa região associa-se 
com o DNA de acordo com o grau de metilação de CpG e as diferenças entre os membros 
da família residem no grau em que se associam com o DNA a sítios não-CpGs (Baubec et 
al, 2013). A proteína MBD5 também contém um domínio PWWP (pro-trp-trp-pro), importante 
para a divisão, crescimento e diferenciação celulares (Stec et al, 2000; Wu et al, 2011).  
Camundongos knockout para o gene Mbd5 apresentaram retardo no crescimento pós-
natal (Du et al, 2012b). Embora eles apresentassem o tamanho normal ao nascimento, após 
o parto, deixaram de rescer e de se dsenvolver e morreram após 0-22 dias. Camundongos 
heterozigotos não apresentaram um fenótipo marcante, diferentemente dos humanos, em 
que a haploinsuficiência do gene provoca doenças do neurodesenvolvimento (Williams et 
al, 2010; Talkowski et al, 2011). 
A haploinsuficiência de MBD5 foi primeiramente descoberto em uma triagem de CNVs 
em crianças com deficiência intelectual (Wagenstaller et al, 2007), o fenótipo foi refinado em 
muitos mais indivíduos com doenças do neurodesenvolvimento. Independentemente, mas 
de forma complementar, a síndrome da microdeleção 2q23.1, mesma região em que se 
localiza o gene MBD5, foi reconhecida e é caracterizada por deficiência intelectual e 
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fenótipos semelhantes aos autistas (Jaillard et al, 2009; van Bon et al, 2010). Com o 
aumento do tamanho amostral e poder estatístico, assim como o aprimoramento das 
técnicas, foi possível identificar que a haploinsuficiência de MBD5 era a causa dos fenótipos 
observados nos portadores da microdeleção 2q23.1, uma vez que deleções e mutações 
pontuais estavam superrepresentadas nesta amostra (Williams et al, 2010; Talkowski et al, 
2011), embora exista uma grande heterogeneidade fenotípica.   
Assim, modelamos a haploinsuficiência de MBD5 em células-tronco neurais de forma 
a investigar o seu efeito sobre a expressão de outros genes. Como antes demonstrado para 
o silenciamento dos genes EHMT1 e TCF4 (Chen et al, 2014), hipotetizamos que a alteração 
destes genes em doenças do neurodesenvolvimento poderia estar relacionada a um 
desbalanço entre fatores que estimulam a proliferação ou diferenciação. 
 
4.3 Método 
Esse trabalho foi revisado e aprovado pelo comitê de ética do Douglas Hospital 
Research Institute da McGill University, Montreal, Canadá. 
4.3.1 Cultura celular 
Células de cérebro fetal (FBCs) provenientes de células da linhagem ReN derivadas 
de mesencéfalo ventral de cérebro fetal humano e imortalizadas com v-myc (Millipore 
SCC008) foram cultivadas em placas de 6 poços tratadas com poli-L-ornitina e laminina 
(Sigma, St. Louis, Estados Unidos) e mantidas em meio contendo 70% de DMEM, 2% de 
B27, 1% de Penicilina/estreptomicina (Life Technologies), 30% de Ham’s F12 (Mediatech, 
Herndon, EUA), 20 ng/mL de bFGF (R&D Systems, Minneapolis, EUA), 20 ng/mL de EGF 
(Sigma) e 5 µg/mL de heparina (Sigma). 
4.3.2 Geração de linhagens celulares knockdown, RNAseq e PCR em tempo 
real 
As etapas de geração das linhagens até os resultados do RNAseq foram realizados 
no laboratório do Prof. Dr. Gustavo Turecki em colaboração com outros pesquisadores. A 
aluna teve uma maior participação nas validações do sequenciamento por PCR em tempo 
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real e no estudo funcional do ciclo celular. Maiores detalhes encontram-se no Apêndice 18 
(Gigek et al., 2015, submetido). 
Brevemente, quatro linhagens FBCs (knockdown para MBD5 – MBD5 KD) foram 
infectadas por vírus com vetores contendo diferentes shRNA (short hairpin RNA) que 
silenciavam o gene MBD5. Os identificadores estão no banco do The RNAi Consortium 
(TRC). Quatro linhagens FBCs, geradas de forma semelhante às MBD5 KD e contendo 
shRNAs que silenciavam genes não presentes no genoma humano (LacZ, GFP, RFP e Luc) 
foram utilizadas como controle.  
O RNA foi extraído das células com o RNeasy kit (Qiagen) e as bibliotecas de RNA e 
o sequenciamento foram realizados na Universidade McGill, Montreal, Canadá, e no 
Genome Quebec Innovation Center, Montreal, utilizando o aparelho no HiSeq (Illumina, As 
Diego, EUA). 
O silenciamento do gene MBD5 foi confirmado duas vezes de forma independente por 
PCR em tempo real para verificar reduções nos níveis de RNAm, e por Western Blotting 
para verificar reduções a nível proteico. 
Para o PCR em tempo real, foram utilizadas replicatas independentes do 
sequenciamento, em que as células foram expandidas e o RNA extraído novamente. A 
síntese de cDNA foi realizada em um volume final de 40 µL contendo 1 µg de RNA total, 0,5 
µg de iniciadores randômicos,0,5 mM de dNTPs, 0,01M de DTT e 400 U de M-MLV-RT (Life 
Technologies). Para a quantificação, utilizamos SYBR green e os iniciadores foram 
desenhados por meio do software Primer BLAST. Os genes alvos escolhidos foram o MBD5 
(para confirmação do knockdown), EEF1A2 e VGF (para validar genes com diferença de 
expressão encontrados pelo RNAseq). Uma mistura foi preparada contendo 5 µL de 2X 
SYBR green MasterMix (Life Technologies), 0,5 µL de cada iniciador (a 10mM), 2 µL de H2O 
e 2 µL de cDNA e aplicada em cada poço de uma placa de 384 poços. Quatro genes 
endógenos foram testados (GAPDH, ACTB, IPO8 e POLR2A), tendo sido escolhido o IPO8 
por ter-se mostrado o mais estável de acordo com o software NormFinder. As placas foram 
submetidas à amplificação no aparelho ABI 7900 (Life Technologies). O método de 
quantificação relativa com curva padrão foi utilizado para avaliar a expressão gênica. 
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Para o Western Blotting, utilizamos a transferência semi-seca e os seguintes 
anticorpos primários foram utilizados: anti-MBD5 policlonal de coelho (ab103144; Abcam) e 
anti-ACTB monoclonal de camundongo (MBS120059, MyBioSource). 
4.3.3 Proliferação celular e análise do ciclo celular 
Para avaliar a proliferação celular, cultivamos as células a 200 mil/mL em um poço da 
placa de 6 poços para cada medida, com todas as análises feitas em triplicata. As células 
foram contadas após 20 horas e 44 horas em que adicionamos azul de tripan para exclusão 
de células mortas utilizando uma câmara de Neubauer e um microscópio Nikon T100. Para 
a análise de ciclo celular por FACS (fluorescent activated cell sorting), três culturas 
paralelas, contendo ~15 x 106 células cada, foram lavadas com PBS e tratadas com 10 mL 
de Acutase (Millipore) por 30 minutos a 37C. As células foram sedimentadas e lavadas com 
3 mL de PBS gelado, ressuspendidas em 0,5 mL de PBS gelado, fixadas com 5 mL de 
etanol 70% gelado e incubadas por 30 minutos em gelo. As células foram então lavadas 
com 5 mL de PBS, sedimentadas, ressuspendidas em 4 mL de PBS e tratadas com 200 µL 
de RNase A (20 mg/mL, Life Technologies) por 30 minutos a 37C. Para a marcação com 
iodeto de propídeo (IP), as células foram sedimentadas e ressuspendidas em 0,5 mL de 
PBS e 40 µL de IP (1 mg/mL) e incubadas no escuro. Antes da análise com o citômetro de 
fluxo FACSCanto (Beckton Dickinson) do Institute for Research in Immunology and Cancer 
da Universidade de Montreal, cada tubo foi separado em dois para replicatas. A 
porcentagem de células de cada estágio do ciclo celular foi determinada com o software 




Primeiramente as quatro linhagens MBD5 KD foram testadas por PCR em tempo real 
para identificar se o silenciamento foi efetivo quando comparados às quatro linhagens 
controle. Duas das quatro linhagens MBD5 KD apresentaram uma redução significante da 
expressão de MBD5 em 64% e 99% (Figura 17A). Os resultados observados na expressão 
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gênica foram replicados considerando os níveis proteicos de MBD5, por meio de Western 
blotting (Figura 17B). 
 
Figura 17. Análise do silenciamento de MBD5 KD. A) Resultado do PCR em tempo real; B) 
Resultado do Western Blotting. Os números presentes abaixo de cada coluna representam 
a numeração identificadora do The RNAi Consortium (TRC). NT: Controles Non-target 
(média dos quatro controles: lacZ, luc, RFP e GFP)  
 
Assim, essas duas linhagens MBD5 KD (números TRC: 295940 e 295991) e os quatro 
controles foram utilizados para o RNAseq. Os resultados do sequenciamento indicaram que, 
dentre os genes que apresentaram redução de expressão com o silenciamento de MBD5 
muitos estavam implicados em divisão e proliferação celular (Figura 18A), enquanto que os 
genes superexpressos estavam associados à diferenciação neuronal (Figura 18B). 
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Figura 18. Resultados do RNAseq para células MBD5 KD comparadas com controles 
utilizando o software DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated 
Discovery). A) vias superrepresentadas para genes hipoexpressos; B) vias 
superrepresentadas para genes hiperexpressos. 
 
Alguns desses resultados foram validados por PCR em tempo real (Figura 19) (genes 
VGF e EEF1A2), além do próprio gene MBD5, indicando que mesmo em uma análise 
independente, os resultados mantiveram-se significantes (p<0,05). 
 
 
Figura 19. Replicação por PCR em tempo real. A) análise da expressão do gene MBD5 em 
linhagens MBD5 KD e controles, mostrando uma hipoexpressão do gene em MBD5 KD; B) 
análise do gene VGF, mostrando uma superexpressão do gene em MBD5 KD; C) análise 
do gene EEF1A2, mostrando uma superexpressão do gene em MBD5 KD. 
 
Esses dados mostram que genes importantes para o neurodesenvolvimento e 
diferenciação estão prematuramente hiperexpressos em células MBD5 KD. Isto leva à 
hipótese de que a TEA e outras doenças do neurodesenvolvimento sejam o resultado de as 
células tronco neuronais estarem em um estado mais característico de células 
diferenciadas, do que células em divisão. 
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Testamos também se o silenciamento do gene MBD5 de fato provocava uma alteração 
no ciclo celular (por FACS), e assim, na proliferação (por azul de tripan). Entretanto, não 
observamos diferenças testando por duas análises (azul de tripan e FACS – Figura 20). 
 
Figura 20. Resultados do teste de proliferação. A) células após 20h e 44h da tripsinização; 
B) contagem de células após marcação com azul de tripan; C) Representação das células 
analisadas para o FACS e marcação com IP visualizado no microscópio; D) perfil do FACS 
após a marcação com IP, mostrando células em fase G0/G1, S ou G2/M; E) comparação 




No estudo II foi observada que a redução da dosagem de MBD5 levou as células tronco 
neuronais a adotar características mais típicas de um estado de diferenciação do que de 
proliferação, e isso pode ser um perfil molecular dos TEA e de outras doenças do 
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neurodesenvolvimento. Esses resultados também foram validados por outras técnicas e em 
outros genes envolvidos nessas doenças, e estão detalhados no Apêndice 18 (Gigek et al., 
submetido). 
Outros estudos do mesmo grupo demonstraram que a regulação do balanço entre 
proliferação e diferenciação das células tronco neuronais parece participar na etiologia das 
doenças do neurodesenvolvimento (Chen et al, 2014). 
As vias do WNT, da família Hedghog e do TNF- tem sido implicadas em TEA 
(Hormozdiari et al, 2015), e tem um papel bem conhecido na proliferação e diferenciação 
celular (Salinas , Zou, 2008; Budnik , Salinas, 2011; Casanova , Casanova, 2014). Além 
disso, 88% dos genes de alto risco para autismo, de acordo com os bancos de dados SFARI 
e AutismKB, parecem regular a indução neuronal ou diferenciação de neuroblastos precoce 
(Casanova , Casanova, 2014). Outras funções celulares têm sido implicadas em TEA, tais 
como a modificação da cromatina e a tradução da proteína, embora estas não são vias, mas 
sim propriedades mecanísticas de proteínas, e assim podem também atuar regulando a 
proliferação e diferenciação das células tronco neuronais. Dentre as propriedades mais 
associadas com TEA estão: a formação e manutenção de sinapses e conectividade, como 
os genes NLGN4, NRXN1, SHANK1 e SYNGAP1. Assim, podemos propor que os déficits 
na regulação do momento adequado para diferenciação neural podem levar a conexões 
inapropriadas entre os neurônios, ligando as hipóteses atuais desses transtornos. Em outras 
palavras, a perda de dosagem (ou em alguns casos, os ganhos) não gera alterações 
cerebrais maciças, mas sim altera a capacidade de uma célula tronco neuronal se 
diferenciar em um tempo apropriado. Essas células possivelmente equilibram vários 
estímulos externos e intrínsecos de sinalização antes de se comprometerem com o 
processo de diferenciação. Dessa forma, pequenas alterações neste programa podem levar 
à problemas de conectividade sutis no cérebro, que podem ser expressos mais tarde na 
vida como um TEA. 
Interessantemente, em uma revisão recente, Casanova & Casanova (2014) mostraram 
evidências genéticas indicando um papel importante da diferenciação e maturação neuronal 
na etiologia dos TEAs, sugerindo a necessidade de se investigar estágios precoces da 
história de um neurônio de forma a entender melhor a origem do fenótipo observado.  
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Assim, somado aos outros estudos do grupo (Chen et al., 2014; Gigek et al., 
submetido) e estudando células progenitoras de neurônios, foi possível definir um ponto de 
convergência molecular comum (diferenciação neuronal) que pode estar por trás dos 
transtornos do espectro autista ou outras doenças do neurodesenvolvimento, algo que pode 


































Os resultados do presente estudo permitiram as seguintes conclusões: 
 
Estudo I: Estudo de expressão gênica / metilação em primeiro episódio psicótico 
(PEP) 
1) O gene GCH1 apresentou uma redução e os genes MBP e NDEL1 um aumento 
significativo dos níveis de expressão, em pacientes PEP virgens de tratamento quando 
comparados aos controles saudáveis. O gene GCH1 também apresentou uma 
hipermetilação na região promotora em PEP (não significante após a correção para 
múltiplas comparações), corroborando a redução de sua expressão em PEP.  
2) O gene GABRR2 apresentou uma redução significativa na expressão, em pacientes 
PEP após dois meses de tratamento em relação a antes da administração de antipsicóticos. 
Comparando pacientes antes e após dois meses de tratamento, a expressão de NDEL1 
pareceretornar a níveis controles. Esses dados podem indicar que NDEL1 pode ser um 
marcador biológico de estado psicótico, uma vez que a sua expressão é influenciada pela 
administração de antipsicóticos.  
3) Nenhum gene apresentou uma associação significante (após a correção de 
Bonferroni) com os sintomas de psicopatologia. Comparando os pacientes após o 
tratamento e controles, ainda é possível observar uma redução significativa da expressão 
de GCH1, sugerindo que ela poderia servir como um marcador de traço e não apenas de 
estado. Isso também sugere que a administração de antipsicóticos atenua a diferença de 
expressão desse gene, mostrando a importância da avaliação de pacientes virgens de 
tratamento. O gene MBP também apresenta diferenças significantes entre controles e 
pacientes após 1 ano de tratamento, também mostrando que poderia ser um marcador de 
traço. Já o gene NDEL1 não apresentou diferenças significantes entre controles e PEP após 
o tratamento, indicando que ele tem a sua expressão alterada com a administração de 
antipsicóticos, mas ainda pode ser um gene importante para a etiologia da doença. O gene 
GABRR2 também mostrou uma alteração na expressão após o tratamento quando 
comparado aos controles, indicando uma alteração específica à administração de 
risperidona. Quando comparamos respondedores, não-respondores e controles, 




comparados aos controles. A menor expressão de GABRR2 indicaria uma boa resposta ao 
medicamento, embora diferente dos controles, e assim, poderíamos sugerir que a 
expressão desse gene se assemelharia mais a um marcador de estado do paciente e de 
resposta ao tratamento. 
 
Estudo II: Análise funcional do gene MBD5: Caracterização da importância 
biológica de um gene no neurodesenvolvimento 
4) O silenciamento do gene MBD5 levou às células tronco neuronais a adotar 
características mais típicas de um estado de diferenciação do que de proliferação, e isso 
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Schizophrenia is the most severe and disabling mental disorder among psychiatric disorders. 
The delay in providing appropriate treatment and the duration of the first episode of 
psychosis (FEP) are among the main factors of poor prognosis of the disease. In this study 
we investigated genetic and epigenetic markers for the treatment of schizophrenia through 
the study of the expression of target genes and the pattern of DNA methylation. Meanwhile, 
in neural progenitor cells, we study the effect of gene interactions and the silencing of MBD5 
gene (Methyl-CpG Binding Domain Protein 5), which is important for brain development and 
possibly related to DNA methylation. For the first study, patients with antipsychotic-naïve 
FEP patients and healthy controls underwent clinical assessment and collection of peripheral 
blood. Patients were reevaluated with the same tests after two months of risperidone 
treatment, and part of them were also reassessed after one year, at those moments blood 
was also collected. DNA and RNA were extracted from blood. Gene expression was 
assessed by real-time PCR, and methylation analysis by sequencing after sodium bisulfite 
conversion. For the functional studies, the silencing of MBD5 gene was performed in neural 
progenitor cells, which underwent RNA sequencing, real-time PCR, Western blotting and 
flow cytometry. The results indicated that GCH1 (GTP cyclohydrolase 1) was downregulated 
and NDEL1 (nude neurodevelopment protein 1-like 1) and MBP (myelin basic protein) were 
upregulated in the blood of FEP patients compared to healthy controls. Comparing the 
patients before and after treatment, GABRR2 gene (gamma-aminobutyric acid (GABA) A 
receptor, rho 2) was shown to be downregulated after risperidone treatment. In addition, 
GCH1 seems to be regulated by DNA methylation. As for the functional study, we found that 
MBD5 knockdown led to an imbalance between proliferation and differentiation of neural 
progenitor cells. llThese data indicated three genes that may be involved in psychosis per 
se, and is related to the dopaminergic and serotoninergic pathways (GCH1), 
neurodevelopment (NDEL1) and myelination (MBP). Furthermore, GABRR2 gene, although 
it does not seem to be a direct target of risperidone, can be associated with response to 
treatment or disease progression, thus indicating the importance of the GABA pathway. 
These data may be further investigated to identify biological markers for both the psychosis 
and for schizophrenia treatment, helping in the early intervention and resulting in the 
reduction of the duration of untreated psychosis, which can result in a decreased morbidity 
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and improved quality of life for patients. We also observed that the MBD5 knockdown, a 
gene involved in neurodevelopmental diseases, promotes a more differentiated state than 
proliferative of neural progenitor cells, a phenotype that seems to be presented in the 
knockdown of other genes involved in these diseases, and hence may be a convergent 
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ABSTRACT 
Genes implicated in autism spectrum disorders (ASDs) may have convergent cell functions and 
several cellular pathways have been implicated, including protein translational control, chromatin 
modification, and synapse assembly.  Here we test the convergent effects of MBD5 and SATB2 
reduced dosage in human neural stem cells (NSCs), two genes implicated in 2q23.1 and 2q33.1 
deletion syndromes (DS), respectively, where both syndromes are on the autism spectrum.  We show 
that reduced dosage of either leads to significant overlap of gene expression patterns, microRNA 
patterns, and DNA methylation states with control NSCs in a differentiating state, suggesting that a 
unifying feature of ASDs may be a lack of regulation between proliferation and differentiation in 
human neural stem cells. Function of other ASD-associated genes including MECP2, FMR1, and 
TSC1/2, suggests the regulation of differentiation in neural stem cells may be a common 
convergence point for ASDs more generally.  These findings provide a measureable molecular 
signature to relate iPSC-derived patient NSC characteristics to clinical phenotype, and an assay to 
test pharmacological therapies to treat ASDs.  
 
Keywords:  Neurodevelopmental disorders, MBD5, SATB2 cell differentiation  
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Prevention is an effective strategy to reduce the burden of schizophrenia, but accurate 
identification of individuals at-risk for psychosis is a significant limitation. This study aimed to 
investigate the gene expression in blood of Ultra-High-Risk (UHR) subjects compared to first-episode 
psychosis individuals (FEP) and healthy controls (HC). We enrolled 22 UHR, 67 FEP and 66 HC and 
investigated the expression of 12 genes by Taqman®assay. We used Univariate General Linear 
Model and Bonferroni correction for multiple comparisons (p < 0.004). We found that UFD1L gene 
was upregulated in UHR group compared to HC and FEP (p=1.27x10-7; p = 4.1x10-4), and that NDEL1 
and MBP were downregulated in UHR compared to FEP (p = 0.027; p = 1.67x10-5). Besides, we 
found a positive correlation in the expression of NDEL1 and MBP (p = 2.6x10-8; r = 0.4). These genes 
are directly related to neurodevelopmental processes and have been associated to schizophrenia. 
MBP and NDEL1 seem to be involved in a common process with a positive correlation between them. 
UFD1L displayed a good potential as a biomarker for UHR group, since it showed a different pattern 
of expression in this group compared to HC and FEP. Several differences were found in the gene 
expression pattern between distinct clinical stages of schizophrenia. Further studies can improve 
knowledge on disease progression and putative targets to preventive strategies.  
Key Words: Schizophrenia; Gene expression; UFD1L; MBP; NDEL1.   
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ABSTRACT: 
Objectives: Our aims are to evaluate the gene expression of TNF, TNFR1 and TNFR2 in blood 
of children and adolescents with major depressive disorder (MDD) compared to controls and to 
correlate gene expression with global psychopathology (CBCL DSM-oriented scale for affective 
problems). Methods: This is a cross-sectional study analyzing data from the HRC Study. Peripheral 
blood was drawn from 18 children and adolescent with MDD diagnosis and 55 controls. The gene 
expression was assessed using Taqman® Low Density Array technology and analyzed using the 
GLM with Bonferroni’s correction for multiple comparisons. Results: We found that TNF (p=9.00 x 
10-4, fold regulation=-1.74) and TNFR1 (p=6.16 x 10-6, fold regulation=-2.04) levels were decreased 
in MDD group compared to controls. Moreover, Crt values of TNF and TNFR1 were positively 
correlated with CBCL DSM-oriented score (TNF: p=0.014, r=0.276; TNFR1: p=0.003, r=0.329), 
whereas TNFR2 was negatively correlated (p=0.022, r=-0.255).Conclusions: To our knowledge, this 
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is the first study investigating the gene expression of TNF, TNFR1 and TNFR2 in children with MDD. 
The downregulation of TNF and TNFR1 may be related to a physiological feedback implicated in the 
disruption of inflammation pathways in childhood MDD.  
 





Apêndice 21: Gouvea et al., em redação 
THE ROLE OF CNR1 GENE IN SCHIZOPHRENIA: NEW EVIDENCE AND A 
SYSTEMATIC REVIEW OF AVAILABLE DATA 
Eduardo Sauerbronn Gouvêa1,2,3*, Airton Ferreira Santos Filho1,2*, Vanessa Kiyomi Ota2,4*, 
Vinicius Mrad4, Ary Gadelha1,2, Rodrigo Affonseca Bressan1,2, Quirino Cordeiro1,3, Sintia Iole 
Belangero1,2,4 
1. Department of Psychiatry and Psychology - Universidade Federal de São Paulo 
2. Interdisciplinary Clinical Neurosciences Laboratory (LINC) - Universidade Federal de São 
Paulo 
3. Department of Psychiatry – Santa Casa de Misericórdia de São Paulo 
4. Department of Morphology and Genetics - Universidade Federal de São Paulo 
 
* These authors contributed equally for this manuscript. 
 
ABSTRACT:  
CNR1 gene encodes cannabinoid receptors classically enrolled on schizophrenia pathophysiology, 
a multifactorial disorder caused by a complex interaction of genetic and environmental factors on its 
etiology. Currently, on genetic domain, it is known that there is a combination of multiple common 
alleles, each one contributing with a small to moderate effect, and possibly some rare alleles with 
much larger effect size. The aim of this study is to present unpublished results of an association study 
in a Brazilian population and to perform a systematic review of the association studies between 
schizophrenia (and its subphenotypes) and the CNR1 gene. Two reviewers independently searched for 
eligible studies and extracted outcome data. Papers included in the systematic review were retrieved 
from Pubmed and ISI Web of Knowledge, using the search terms: “schizophrenia” in combination 
with “CNR1” or “CB1” or “cannabinoid receptor”. Twenty-one articles met our inclusion criteria. We 
additionally present our data comparing 182 schizophrenic patients and 244 healthy controls. In 
conclusion, no consistently evidence is demonstrated. Even so some “positive” association studies 
stress the need for further endocannabinoid genetics investigations on schizophrenia fields. 
 
Keywords: Systematic review; CNR1 gene; cannabinoid receptors; schizophrenia; genotyping 
studies; CB1 receptor. 
 
